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(57) Abstract 

An HTV-1 type (or subtype) O retrovirus protein, or a natural 
or synthetic polypeptide or peptide including at least a part of said 
rroLTn which is capable of being recognised by antibod.es .solated 
from a serum resulting from infection by an H1V-1 type O VAU strain 
or an HTV-1 type (or subtype) O DUR strain. 

(57) Abrege' 

L'invention conceme une proteine de retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, ou polypeptide ou peptide nature! ou synmfiuqu* 
comprenant au moins une partie de ladite proline, susceptible d etre 
reconnue par des anticorps isolables a partir de serum obtenu suite a 
u^e infection par une souche VIH-1 groupe O VAU. ou une souche 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES D'ANTIGENES RETROVIRAUX 
VIH-I GROUPE (OU SOUS-GROUPE) 0 



L'invention concerne les antig6nes obtenus par expression de 
sequences nucl6otidiques ou par synthase chimique par example en 
utiltsant des synthdtiseurs de marque Applied Bio svstems. presents dans 
tes variants dVIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et particulierement les 
antigdnes correspondant d oeux isolables des particules virales. A titre 
d exempie de virus VIH-1 du sous-groupe O t on se r6fere £ I'isolat VIH- 
1(vau> ainsi qu'£ I'isolat VIH-1 (ouny 

Rappeions que la designation HIV utilisee dans ce texte 
correspondant & la designation VIH 6galement utiliste. 

L'invention concerne egalement les anticorps, polyclonaux ou 
monoclonaux, indurts par ces antigenes. 

L'invention est egalement relative a des sequences d'ADN 
donees soit presentant une analogie de sequence, soit une 
complementarity avec TARN genomique du virus prectte. Elle concerne 
aussi des proc6d6s de preparation de ces sequences d'ADN clon6es. 
L'invention concerne egalement les polypeptides contenant des sequences 
d'acides amines cod6$ par les sequences d'ADN donees. 

De plus, l'invention concerne des applications des antigenes 
mentionnes precedemment a la detection in vitro chez l'homme de 
potentiality de certaines formes du SIDA et, en ce qui concerne certains 
d'entre eux, & la production de compositions tmmunogdnes et de 
compositions vacdnantes contre ce retrovirus. De m£me, l'invention 
concerne les applications aux memes fins des susdits anticorps et, pour 
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certains d'entre ux, I ur application a la production d principes actifs de 
medicaments contre ce sida humain. 

L'invention conceme egalement I'application des sequences 
d'ADN donees et de polypeptides obtenus a partir de ces sequences 
5 comme sondes ou amorces pour 1'amplification genique, dans des trousses 
de diagnostics. 

L'invention est egalement relative a des compositions 
d'antigenes, qui peuvent etre obtenus par synthase chimique ou par 
expression dans un h6te cellulaire recombinant et penmettant le diagnostic 

10 d'une infection due a un retrovirus humain de type HIV independamment 
du sous-type VIH-1 ou VIH-2. De telles compositions comprennent au 
moins un peptide choisi parmi les peptides antigeniques communs aux 
virus VIH-1, VIH-2, VIH-1 (dur, et VIH-VaujOu des variants de ces peptides 
antigeniques possedant des caracteristiques immunogenes semblables. 

15 L'invention vise egalement des compositions permettant I 

diagnostic specifique d'une infection due a un retrovirus humain de type 
VIH-1, plus particulierement le VIH-1, groupe M, le VIH-2 ou le VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O et comprenant au moins un peptide 
antigenique specifique du virus VIH-1, un peptide antigenique specifique 

20 du virus VIH-2 et un peptide antigenique specifique du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O ou des variants de ces peptides antigeniques 
possedant des caracteristiques immunogenes semblables. Plus 
particulierement, les peptides antigeniques sont derives de la proteine 
d enveloppe des virus VIH-1 groupe M, VIH-2 et VIH-1 groupe (ou sous- 
23 groupe) O. 

L'invention vise par ailleurs un peptide permettant une 
detection d'anticorps anti-HIV que les peptides de I'art anterieur ne 
permettaient pas toujours de detector en se basant notamment sur la 
decouverte d'une nouvelle souche VIH-1: VIH-1 DUR . L'antiserum dirige 
30 contre elle ne presents pas touj urs de r activite av c I s peptides du 
cons nsus HIV tel qu'il est utilise de nos j urs. Le terme cconsensus 
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HIV » s r6fere aux regions conserv6es entre isoiats et dont la mise en 
Evidence est ssenti lie & la conception de vaccins ou de r6actifs 
diagnostiques, et dont les mutations conterent la resistance aux 
medicaments antiviraux. Le tenme «peptide» utilise dans le present texte, 
d6finit aussi bien les oligopeptides que des polypeptides. 

Etat de la technique 

Deux types de virus de Timmunodeftdence humaine (HIV) 
ayant une responsabillte dans le d6veloppement d un SLA ou du SIDA ont 
ete isoies et caracteris6s. Un premier virus denomme LAV-1 ou VIH-1 a 
ete isoie et decrit dans la demande de brevet GB 8324.800 et la demande 
EP 84401.834 du 14/09/1984. Ce virus a egalement ete decrit par F. 
Barre-Sinoussi et al dans Science (1983), 228, 868-871 . 

Le retrovirus HIV de type 2 appartient & une classe distincte 
et n'a qu'une parente immunologique r6duite avec des retrovirus HIV de 
type 1. Les retrovirus VIH-2 ont ete d6crits dans la demande de brevet 
europeen n° 87.400.151.4 publiee sous le numero 239.425. 

Le retrovirus VIH-1 est le plus courant et sa presence est 
predominate dans plusieurs regions du monde. Quant au retrovirus VIH- 
2, il est le plus souvent retrouv6 en Afrique de I'Ouest, bien que sa 
propagation £ I'exterieur de cette region ait ete recemment documentee 
par Grez et al, (1994) J. Virol. 68, 2161-2168. 

L'ensemble des lentivirus de I'immunodeficience des 
primates, comprenant les virus du type 1 et du type 2 de 
I'immunodeficience humaine ainsi que plusieurs types de virus de primates 
non humains, augmente en tailie et en complexite. Le plus courant de ces 
virus, le VIH-1 , se r6pand actuellement sous forme cfepidemie mondiale et 
il est responsable d'un probleme de sante public majeur. Peu aprfrs 
Tidentification et la caracterisation moieculaire de ce virus, il a ete reconnu 
comm 'tant tr*s variabl , et comprend actuellement plusi urs sous-types 
(Myers, 1994, L uwagie, et al. 1993, Louwagie, et al. 1992, Myers, G. 
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(1994) VIH-1 subtypes and phylogenetics trees. In: Human Retrovirus and 
AIDS 1994; Myers, G., Korber, B., Wain-Hobson, S., Smith, R.F. and 
Pavlakis, G.N., eds. Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM. III- 
2 - III-9.). Cette distinction de sous-types est surtout basee sur la 
divergence des genes gag et env. Au moins 6 sous-types ont ete identifies, 
designes A a F, mais plusieurs sont encore susceptibles cfemerger de 
I'enquete mondiale poussee en cours sur les isolats du VIH-1. II a ete 
trouve que ces differents sous-types sont equidistants les uns des autres, 
dans un profil phylogenetique dit phylogenie en etoile, ce qui suggere que 
les differents sous-types du VIH-1 auraient evolue et diverge de facon 
synchrone a partir d'un ancetre commun. 

Recemment, deux virus distincts de ce groupe de vims VIH-1 
ont ete isoles et caracterises. Ces deux virus ont ete obtenus de patients 
vivant au Cameroun, en Afrique de rOuest Centrale (Gurtler, et al. 1994, 
Vanden Heasevelde, et al. 1994). Leur sequence, plus particulierement la 
sequence de leur gene env (enveloppe), morrtre dairement que ces virus 
appartenaient a une categorie distincte de virus apparentes au VIH-1, 
designee VIH-1 groupe O (NKENGASONG et al., 1993). 

Toutefois, la diversite des isolats a I'interieur de ce groupe de 
virus apparentes au VIH-1 n'est pas connue, et sa propagation en dehors 
de I'Afrique n'a pas ete documented. 

Une contrainte generale, dans la mise au point de tests 
serologiques HIV, est d'eviter aussi bien les reactions faussement 
positives - ou faussement negatives - tout en conservant ou ameliorant la 
sensibilite que permettent les tests anterieurs en detection de 
seropositivite. 

Les tests bases sur I'emploi de peptide(s) consensus, 
essentiellement derives du gene « env », ont ete consideres comme une 
solution presque ideale jusqu'a ce que la decouverte du variant VIH-1 -O 
fasse entrevoir la possibilite d r'sultats faussement negatifs (G nomic 
cloning and complet sequence analysis of a highly divergent African 
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human immuno-deficiency viais isolate. J. Virol. 1994; 68: 1586-96 ; a new 
subtype of human immuno-defici ncy virus type 1 (MPV-5180) from 
Cameroon. J. Virol. 1994; 68:1581-85). 

La non-reactivite de certains tests a antigene peptidique 
« env», chez des patients presentant quand meme certains syndromes 
cliniques caracteristiques du SIDA ou des syndromes 
lymphadenopathiques qui parfois les precedent, est, a ce jour, parfois 
imputee a una infection du groupe VIH-1-O (VIH-1 /VIH-2 seronegativity in 
VIH-1 subtype O infected patients, Lancet 1994; 343:1393-94 ; New VIH-1 
subtype in Switzerland. Lancet 1994; 344:270-71). 

Description de I'invention 

La presente invention a pour but de mettre a disposition des 
laboratoires de diagnostic des moyens, notamment des peptides 
specifiques permettant une detection d'anticorps anti-HIV, qui etaient 
jusqu'a ce jour susceptibles d'etre indetectables. Elle concerne egalement 
des melanges de peptides issus de VIH-1 DUR et de peptides 
correspondents d'autres HIVs, de facon a eviter les resultats « f aux 
negatifs » potentials. 

Elle concerne par ailleurs un procede de detection et de 
discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1-M et des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 

[.'invention decoule des observations faites sur une femme 
seropositive, ayant sejourne au Cameroun et ayant revele une reactivrte 
serologique atypique, au cours de plusieurs tests de depistages de 
I'infection HIV, ces derniers ayant ete confirmes par des techniques de 
« Western blot ». 

Du fait de cette reactivrte serologique atypique, en particulier 
du manque de reactivrte sur certains t sts d troisieme generation, meme 
modifies pour le type O, les inventeurs ont juge interessant d'entreprendre 
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un sequ ncag de certaines parties du genome de cette souche VIH-1 
DUR, plus spdctfiquement des g&n s GAG at ENV. 

Cependant, les amplifications geniques par PGR £ I'aide 
d'amorces issues du groupe M et d'amorces connues du groupe O ont ete 
sans resuttat pour les parties codant la boucle V3 de gp120, et pour la 
region immunodominante de gp41 . Seule la region GAG 6tait amplifiable & 
Taide d'amorces connues dans Tart antdrieur (Loussert-Ajaka I, Lancet 
1994 ; 343:1393). I In autre but de la presente invention est par 
consequent la determination d'amorces susceptibles de palier ce 
probieme. Ces amorces pourront indvff6remment 6tre d6nommee$ 
« primers » par la suite. 

On a determine des sequences partielles des glycoproteines 
gp41 et de gp120 ainsi que de proteines de capside (gene GAG) d partir 
d'ADN lymphocytaire et de cultures virales, indiquant que cette souche 
VIH-1 DUR appartient d une part au groupe VIH-1 -O, et qu'elie differe de 
fa$on importante du groupe M, plus particulierement pour gp41 et gp120 . 

Ainsi. on a pu rnettre en evidence, plus particulierement & 
propos de la sequence GAG de VIH-1 <dur), I'existence de sequences 
consensus dans le groupe O , sur plusieurs zones, distinctes de 
sequences consensus du groupe M sur les memes zones. 

Le clonage des sequences codant les fragments de GAG, 
gp41 et gp120 de VIH-1 (dur> a 6te effectue dans un plasmide Bluescript® 
contenant un site PST1. Les produits d'ampliftcation ont ete clones soit 
selon les techniques classiques utilisant les amorces universelles T3 et T7, 
soit directement sequences par Tutilisation des amorces de la precedents 
amplification. Les sequences ont ensuite ete d6terminees par le dispositif 
automatique de s6quen<?age Applied Biosystems 373A (ESGS Montigny le 
Bretonneux, France). 

Dans le contexte de la presente invention, les inventeurs ont 
isoie et sequence le gene env d'un isolat du groupe O, le VIH-1 (vau>» 
obtenu d'une patiente franpaise qui na jamais voyage en dehors de 
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I'Europe et qui st mort du SIDA n 1992. Selon sa sequence 
cf nveloppe, le VIH-1 (vau> st apparente aux deux virus cam rounais 
HIVant7d et HlVwypsiao recemment caracterises. L'analyse phylogenetique 
des sequences env revele que ies trois virus sembient constituer un 
groupe distinct, qui sera appele ici VIH-1 group© O. L'isolement du VIH- 
1<vau) de cette patiente indique egalement qu'une certaine propagation des 
VIH-1 du groupe O s'est deja produite en dehors de PAfrique. 

Isolement du virus VIH-1 (vau) 

VIH-1 (vau) s 6te Isold en 1 992 d'une patiente franpaise 6g6e 
de 41 ans atteinte du SIDA. Cette patiente prtsentait en 1986 une leuco- 
neutropenie severe associ6e d un carcinome du col ut6rin. N6anmoins, 
elle a progressivement montre des signes d'infections opportuntstes, avec 
une baisse du nombre de cellules T CD4* circulantes et elle est morte du 
SIDA en 1992. Des anticorps anti-VIH-1 ont d'abord 6t6 d6tect6s par 
ELISA (Elavia, SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, et Test ABBOTT) en 
1990. 

La patiente n'avait jamais voyage en dehors de I'Europe, 
n'avait pas utilisd de medicaments par voie intraveineuse et n'avait subi 
aucune transfusion sanguine connue. Aucun partenaire sexuel originaine 
de I'Afrique n'a 6te identifid. Elle a donne naissance & un enfant en bonne 
santt en 1971 , mais un fils, ne en 1980, est mort & I'dge d'un an suite d un 
episode clinique tres suggestif de SIDA n6o-natal. Son troisi&me enfant n6 
en 1983 et son mari sont actuellement en bonne sant6 et non tnfectes. 

L'isolement du virus a 6t6 r£alis6 de la mani&re suivante : ies 
cellules CD8+ pr6sentes dans Ies PBMC (lymphocytes sangutns 
peripheriques) de la patiente ont 6t6 6liminees £ I'aide de billes revdtues 
d'anticorps IOT8 (Immunotech). Ces PBMC restantes ont 6t6 stimulees d la 
PHA, puis cocultiv6es avec des PBMC 6puis6es en CD8 provenant cf un 
donneur sain et stimulees a la PHA. La croissance virale dans la coculture 
a 6te suivie par dosage de I'activit6 transcriptase inverse (RT) du 
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sumageant t par test ELISA d la p24 du- VIH-1 (coffret de diagnostic 
commercialise par DuPont de Nemours). Le virus btenu de la coculture 
initiale a et6 soumis a plusieurs passages dans des cultures de PBMC 
epuisees en CDS et stimulees a la PHA. Plusieurs tentatives ont ete 
5 realisees pour infecter par le VIH-1 <vau> diverses lignees cellulaires 
transformees, dont des cellules MT4 (Harada, et al. 1985) et CEM (Rey, et 
al. 1989), ainsi que la lignee P4-2 de cellules Hela-CD4-LTRLacZ (Clavel 
etChameau 1994). 

10 Caracterisation biologique du VIH-1 <vaiq 

Deux semaines apres la coculture des PBMC de la patiente 
epuisees en CD8, stimulees a la PHA, avec des cellules similaires (fun 
donneur sain, la production de virus a ete detectee sous la forme d'un pic 
d'activite RT dans le sumageant de culture. Ce virus pouvart alors etre 

is soumis a des passages en serie sur des PBMC normales, epuisees en 
CD8, stimulees a la PHA. Sur la figure 1, le panneau A represente la 
production du VIH-1 (vau> dans des sumageants de cultures de PBMC 
infectees, controlees par dosage RT (cercles plains) et ELISA de capture 
d'antigene p24 VIH-1 (cercles vides). La concentration de p24 VIH-1 est 

» exprimee en ng/ml et I'activite RT en cpm/nl. Dans le panneau B, la meme 
experience a ete effectuee avec un isolat primaire standard du VIH-1 <fun 
patient atteint du SIDA. 

Bien que la croissance du VIH-1 <vau> ait ete facilement 
detectee a I'aide du dosage RT, la detection de virus dans les sumageants 

is de culture a I'aide de I'ELISA p24 VIH-1 (DuPont) etait nettement moins 
sensible. La figure 1 montre la comparaison entre les profils d'infection 
productive des PBMC avec soit le VIH-1 (vau) soit un isolat primaire du VIH- 
1 d'un patient atteint du SIDA, doses en RT ou p24. Pour des quantites 
equivalentes de particules, determinees par dosage de I'activite RT dans 

o les sumageants doses, approximativement 25 fois moins de p24 a ete 
detecte pour le VIH-1 <vau) que pour I'autre isolat VIH-1. La difference peut 
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dtre cons 'cutive au fait que I'anticorps monoclonal spdcifique de la p24 du 
VIH-1, qui st utilisft pour revfitir I s plaques ELISA, n'a qu'un faible 
affinity pour les produits gag du VIH-1 <vau>. 

Plusieurs tentatives negatives ont 6t6 fartes pour propager le 
VIH-Vau) sur des Iign6es de cellules T humaines transform6es, sensibles 
au VIH-1 . En particulier, des cocultures entre des PBMC infectees par le 
VIH-1(VAU) et soit des cellules MT4 sort des cellules CEM n'ont pas 
conduit & la propagation du virus. II a 6galement 6t6 trouv6 que ce virus 
n'etait pas capable d'infecter des cellules HeLa CD4* (P4-2) (Clavel et 
Charneau 1994) portent un gene lacZ inductible par le g6ne tat De m&me, 
aucune replication du VIH-1 (vau) ne pouvait dtre d6tect6e dans des 
lymphocytes sanguins periph6riques actives de plusieurs chimpanzds. 

L'analyse de la sequence d'enveloppe VIH-1 <vau), qui sera 
d6crite en ddtail plus loin, et sa comparaison avec celle des deux tsolats 
camerounais r£cemment decrits indiquent que tous les trois virus 
appartiennent au m&me groupe de virus apparent6s au VIH-1. De plus, 
cette comparaison indique que ces trois variantes du virus sont 
approximativement phylogdn&iquement equidistantes les unes des autres. 
Par consequent, chacune des trois variantes de virus constitue en soi un 
sous-type, distinct, de leur groupe, qui est marntenant appel6 VIH-1 groupe 
O. Ce groupe est distinct du groupe des autres isolats VIH-1, identifies 
jusqu'ici, que les inventeurs appellent ici VIH-1, groupe M. 

L'apparition de ce nouveau groupe pose la question de son 
origine : est-ce que le groupe O a 6volu6 & partir des virus du groupe M 
(ou inversement) ou est-ce que chaque groupe a un pass6 distinct ? Les 
inventeurs pensent que dans la mesure ou a la fois le groupe M et le 
groupe O presentent un profil de divergence interne similaire, il est 
vraisemblable qu'ils correspondent chacun d la diversification d'ancfttres 
distincts de virus dans des populations humaines distinctes. On ne peut 
pas appr6cier £ partir des donnees phyiog6n6tiques et virologiques 
actuellement disponibles si I'ancStre de Tun ou I'autre des deux groupes 
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aff ctait I s humains de maniere naturell ou a ete introduit chez les 
humains a partir d'autres especes. L seul virus proch du VIH-1 present 
chez un primate non humain est I'isolat SIVCPZGAB (HueL et al. 1990), 
isole a partir d'un chimpanze apparemment infecte de facon naturelie, qui 
est clairement distinct a la fois du groupe M et du groupe O, et pour lequel 
aucun equivalent humain n'a ete trouve. II est peu probable que les virus 
du groupe O aient recemment evolue a partir d'un virus de chimpanze 
dans la mesure ou le VIH-1 <vau) n'a pas reussi a se repliquer dans des 
lymphocytes de chimpanzes. 

Pourquoi I'epidemie du groupe O n'apparait-elle que 
maintenant, quelques 15 a 20 ans plus tard que le groupe M ? II y a trois 
explications possibles : premierement, I'introduction de I'ancetre des virus 
du groupe O chez les humains se serait produKe plus recemment que cell 
du groupe M; deuxiemement, il se pourrait qu'on ait permis au groupe M de 
se propager plus tot que le groupe O en raison de differentes conditions 
sociales dans leur region d'origine; et troisiemement, les virus du groupe O 
auraient une capacite de transmission plus redurte, comparee a celle des 
virus du groupe M. II a ete propose qu'une telle propriete explique 
I'absence de propagation mondiaie significative du VIH-2, pour lequel une 
charge virale plus faible chez les sujets infectes est lie© a une 
transmissibilite reduite (De Cock, et al. 1993). A cet egard, bien que nous 
n'ayons aucune donnee sur la charge virale chez les patients infectes par 
un VIH-1 du groupe O, le pouvoir pathogene de ces virus ne semble pas 
etre different de celui du VIH-1. La patiente chez qui le VIH-Vau) a ete 
isole est morte du SIDA, comme le patient chez qui I'isolat HIVMvpsiao du 
groupe O a ete obtenu. 

Toutefois, I'histoire naturelie de Tinfection de la patiente VIH- 
1(VAU)n'est toujours pas claire, mais il existe plusieurs indications que cette 
patiente a ete infectee avant 1980, comme le suggere la mort a cette date 
de son deuxieme enfant atteint d'un syndrome ressemblant au SIDA. 
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L'invention conceme tout variant des sequences d'acide 
nucleique du virus VIH-1 ivau> u de tout virus equivalent du groupe O, 
contenant des proteines de structure qui presenter* les memos proprietes 
immunologiques que les proteines de structure codees par le gene env 
comprenant la sequence decrite a ia figure 6 et denommee « vau >, 
designee encore par la SEQ ID N* 5. 

La presente invention est egalement relative a des 
compositions contenant sort des antigenes selon ('invention, soit un 
melange d'antigenes selon l'invention associes a des extrarts originaires 
d'un ou plusieurs VIH-1 groupe O ou d'autres virus variants, d'une part, et 
d'un ou plusieurs VIH-2 et/ou VIH-1, tfautre part, ces compositions etant 
eventuellement marquees. On peut utiliser tous types de marqueur 
approprie : enzymatiques, fluorescents, radioactifs, etc. 

Acides nucl6iques 

L'invention conceme les ADN ou fragments d'ADN, plus 
particuiierement ADN et fragments d'ADN clones obtenus a partir de 
I'ARN, d'ADNe ou d'amorces utilisables en PCR, ou autres m6thodes 
^amplification genique derives de I'ARN ou de I'ADN du retrovirus VIH- 
Vau) L'invention conceme encore particuiierement tous les ADN 
equivalents, notamment tout ADN presentant des homologies de sequence 
avec I'ADN du VIH-1 <vau>. en particulier avec la sequence codant la region 
env de la souche VIH-1 <vau> comprenant la sequence correspondant a la 
SEQ ID N* 5 representee a la figure 6 et appelee c vau ». L'homologie 
avec le VIH-1 groupe M est au moins egale a 50%, de preference a 70% et 
plus avantageusement encore a environ 90%. D'une facon generate, 
l'invention conceme tout ADN (ou ARN) equivalent capable de s'hybrider 
avec I'ADN ou I'ARN d'un retrovirus VIH-1 du groupe O. 

L'invention conceme aussi les sequences d'ARN 
correspondant aux sequences d' ADN definies ci-dessus. 
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15 



L'inv ntion conceme egal ment I gene de I'integrase du 
virus VIH-1 (VAU).comprenant la sequence id ntifiee par la designation SEQ 
ID N° 7 ou s'hybridant avec la SEQ ID N° 7. L'invention vise aussi les ARN 
correspondant a I'ADN a-dessus decrit. 

L'invention a aussi pour objet des compositions contenant les 
peptides ou polypeptides codes par I'ADN susdite ou des fragments 
d'ADN. 

Des oligonucleotides derives de la sequence VAU ou encore 
du gene de l integrase du virus VIH-1 ( V au> particulierement des 
oligonucleotides comprenant au moins 9 nucleotides, peuvent etre utilises 
pour la detection de sequences ADN ou ARN de virus VIH-1 du groupe O 
dans des prelevements bioiogiques, des cultures cellulaires, ou des 
extraits de cellules, par la technique de la PCR ou toute autre technique 
d'amplification genique. Ces sequences pourraient etre utilisees sort 
comme amorces d'amplification genique soit comme sondes en vue de la 
detection specifique des produits d'amplification genique. Sort utiiisables 
egalement comme sonde d'hybridation, les produits d'amplification, ou leur 
sequence correspondante synthetique, obtenus par synthese chimique 
(Applied Biosystems). 

20 L'invention couvre egalement tout fragment d'au moins 

100 nucleotides utilisable comme sonde dans des reactions d'hybridation 
et capable de permettre une reaction avec une partie du genome d'un 
variant VIH-1 dans des conditions d'hybridation de forte stringence. 

25 Clonaqe et seouencaoe du gene snv\/\H^ N m 

Pour I'amplification initiate par PCR de I'ADN du VIH-1 
I'ADN total a ete extrait de PBMC infectees par le VIH-1 o,Au>et un segment 
du gene pol (region integrase) a ete amplifie a I'aide d'amorces 
degenerees : 

amorce 4506 : 5'AGTGGAT(A/T)(T/C)ATAGAAGCAGAAGT3'; Seq. ID N1; 
amorce 5011 : 5'ACTGC(C/T)CCTTC(A/C/T)CCTTTCCA3'; Seq. ID N*2; 



30 
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Le milieu de reaction inciuant KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM 
(pH 8,9), MgCl2 1.5 mM, gelatine 0,1 mg/ml, dNTP 0,2 mM, Taq 
Polymerase 1U (Amersnam). La PCR a ete effectuee pendant 43 cycles 
thermiques a 92°C pendant 10 secondes, 50°C pendant 1 minute, 72°C 
pendant 40 secondes. 

Le produit d'ampltfication resultant a ete done dans un 
vecteur pBluescript, engendrant le clone ph4 depose a la CNCM le 20 
octobre 1994 sous le n* 1-1486 qui a ulterieurement ete utilise comme 
sonde pour cribler une banque lambda cfADN de faible poids moleculaire, 
digere par EcoRI, issu de cellules infectees par le VIH-1<vau). Brievement, 
les PBMC infectees par le VIH-Vau) ont ete cocuKivees pendant 24 heures 
avec des PBMC neuves stimulees a la PHA et epuisees en cellules CD8*. 
apres quoi un effet cytopathogene pousse (ECP) eta'rt visible. L'ADN de 
faible poids moleculaire a alors ete extrait suivant la methode de Hirt (Hirt 
1967), et digere avec I'enzyme EcoRI. Une analyse precedente en 
Southern-blot precedente de cet ADN avait bien montre que le genome 
VIH-1<vau) contenait un seul site EcoRI, permettant le clonage d'especes 
d'AON circulaire non integre representant la totalite du genome viral. Le 
produit de digestion resultant a ete soumis a une electrophorese sur gel 
d'agarose, et la population de fragments d'ADN d une tailie de 8-12 kb 
approximativement a ete purifiee et ligature© a de I'ADN lambda Zap 
digere par EcoRI (Stratagene). Apres I'encapsidation, I'etalement et le 

criblage par hybridation avec de I'ADN ph4 marque au ^P, un clone, X 
H34, a ete identifie comme etant positif, et amplifie. L'inserat EcoRI a ete 
purifie, sonique, et done par "shotgun" dans le vedeur M13mp18 traite a 
la phosphatase, digere avec I'enzyme Smal. Cent dnquante des dones 
obtenus ont ete sequences sur un sequenceur d'ADN 373A (Applied 
Biosystems), et les sequences resultantes ont ete rassemblees en une 
seule sequence a l aide du progidel d'analyse d'ADN GCG-Wisconsin. 
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L'analys d cette sequence a revele de nombreux cod ns 
norvs ns dans tous les cadres de lecture, ce qui st tres suggestif cfun 
genome hypermute (Vartanian, et al. 1991). Cette sequence etant 
inutilisable, il a par consequent ete decide d'ampllfier par la PCR le gen 
env du VIH-Vau) a I'aide de I'ADN total de PBMC infectees par le VIH- 
Vau), et des amorces oligonucleotidiques derivees de la sequence XH34 : 
amorce TH2 5'GCTCTAGATGGGGATCTCCCATGGCAGG3' Seq. ID N* 3; 
amorce UH2 5'GCTCTAGATCAGGGAAGAATCCCTGAGTGT3'. Seq. ID 

^amplification par la PCR a ete effectuee pendant 35 cycles 
thermiques a 92°C pendant 15 secondes, 52°C pendant 1 minute, 60°C 
pendant 2 minutes et 72°C pendant 2 minutes. Le produit cTamplification 
resultant, d'une taille de 3,5 kb, a ete clone dans le vecteur M13mp18 et 
sequence par reactions successives, en utiiisant cTabord ramorc 
universelle de sequencage M13, puis des amorces deduites des 
sequences amont. L'analyse des sequences nucleotidiques et peptidiques 
a ete effectuee a I'aide du progiciel d'analyse cfADN GCG-Wisconsin. Le 
gene env VIH-1<vau) code 877 acides amines au total, incluant le peptide 
signal. La sequence nucleotidique du gene env VIH-Vao) correspond a la 
Seq. ID N° 5 (voir figure 3). 

Utilisation d'acides nucleiques a titre de sondes 

L'invention conceme naturellement aussi ('utilisation des 
ADN, ADN C ou de leurs fragments, ou de plasmides recombinants ou 
autres vecteurs equivalents contenant ces fragments, en tant que sondes, 
pour la detection de la presence ou non du virus VIH-Vau) dans des 
echantillons de serum ou autres iiquides ou tissus biologiques obtenus a 
partir de patients suspectes d'etre porteurs du virus VIH-Vau). Ces sondes 
sont eventuellement marquees (marqueurs radioactifs, enzymatiques, 
fluorescents, tc). D s sond s particuli " rement int ' ressantes pour la mis 
en oeuvre du procede de detection du virus VIH-Vau, ou d'un variant VIH- 
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Vau) peuvent dtre caract6ris6es en ce qu'ell s comprennent la totality u 
une fraction de I'ADN complementaire du genome du virus VIH-1 <vau) ou 
encore notamment les fragments contenus dans divers clones. On 
mentionnera plus particulidrement une fraction de l'ADN e du VIH-1 <vau) 
contenant tout ou partie de la region env. 

Les sondes mises en oeuvre dans oe proc6d6 de detection 
du virus VIH-Vau) ou dans des trousses de diagnostic, ne sont en aucune 
fapon limitees aux sondes decrites prec6demment. Elies comprennent 
toutes les sequences nucltotidiques issues du gdnome du virus VIH-1 <vau>, 
d'un variant VIH-1 <vau) ou d'un virus proche par sa structure, des lors 
qu'elles permettent la detection, d partir de fluides biologiques de 
personnes susceptibles de presenter un sida, d'un virus VIH-1 du groupe 
O, en particulier VIH-1 (vau> par hybridation avec de I'ADN ou de I'ARN du 
virus VIH-1 (vau). 

Particuli&rement avantageuses sont les sondes qui, lors de 
I'hybridation avec VIH-1, donnent une reaction forte avec les HIV 
appartenant au groupe O et une reaction faible avec les VIH-1 appartenant 
au groupe M. A trtre d'exemple non timttatrf, une sonde fabriqu6e & partir 
de la sequence du g§ne de I'int6grase du virus VIH-1 (vaid (SEQ ID N # 7) 
donne, lorsqu'elle est hybridee avec VIH-1 dans des conditions 
d'hybridation telles que celles ddcrites dans le brevet EP 178 978, une 
reaction forte avec les HIV du groupe O et une reaction faible avec les 
VIH-1 du groupe M. 

La detection peut dtre r6alis£e de touts iagon en soi connue, 

notamment : 

par une mise en contact de ces sondes sort avec les actdes 
nucl£iques obtenus a partir de cellules contenues dans des fluides 
biologiques (par exemple liquide c6phalo-rachidien, saiive, etc.), sort avec 
ces fluides eux-m£mes, des lors que leurs acides nucleiques ont 6t6 
rendus accessibles d ('hybridation avec ces sondes, et ce dans des 
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conditions perm ttant I'hybridation erttre ces sond s et ces acides 
nucleiques 

et par une detection de I'hybridation eventuellement produite. 

Le susdit diagnostic mettant en jeu des reactions 
d'hybridation peut egalement etre realise a I'aide de melanges de sondes 
respectivement derivees du VIH-1 p** du VIH-1 et du VIH-2, des lors qu'il 
n'est pas necessaire de faire la distinction entre les types de virus HIV 
recherches. 

L'invention a aussi pour objet des vecteurs d'expression 
contenant la sequence codant pour les proteines d'enveloppe de VIH-1 ou 
contenant la sequence codant I'integrase. 

L'invention comprend des compositions pour la detection de 
la presence ou non de virus VIH-1 vau dans des echantillons de serum ou 
d'autres iiquides ou tissus biologiques, obtenus a partir de patients 
susceptibles d'etre porteurs du virus VIH-1 vau. Ces compositions sont 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une sonde obtenue a 
partir d une sequence nucleotidique issue ou derivee du genome du virus 
VIH-1 vau, particuiierement un fragment d'ADN VIH-1 vau contenant la region 
ou une partie de la region codant la proteine env du virus VIH-1 vau ou d'un 
variant de VIH-1 vau . 

Avantageusement, la composition decrite ci-dessus comprend 
egalement une sonde obtenue a partir d'une sequence nucleotidique issue 
de VIH-1 ou de VIH-2. 

D'autres compositions de diagnostic comprennent les 
amorces de l'invention utilisables en amplification genique de retrovirus de 
sous-groupe O ou variants de ces retrovirus. 

Antigenes, notamment proteines et giycoprotelnes 

L'invention conceme une proteine de retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, ou polypeptide ou peptide natural ou synthetique 
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comprenant au moins une partie de ladite proteine, susceptibl s d'etre 
reconnus par des anticorps isolabl s £ partir de serum bt nu suite d une 
infection par une souche VIH-1 groupe O VAU, ou une souche VIH-1 
groupe O DUR. 

5 L'invention conceme une proline d'enveloppe exteme du 

retrovirus VIH-1 v *u cod6e par le gene comprenant ta sequence 
correspondant £ la SEQ ID N° 5. Selon un mode de realisation pr6f6r6 de 
l'invention, cette proteine est en outre caract6ris6e en ce qu'elle comprend 
la sequence d'acides amines correspondant £ la Seq ID N* 6 representee 

10 sur la figure 3 et comportant les r6sidus d'acides amines 1 a 526. 
L' invention a aussi pour objet tout polypeptide ou variant, derive de ladite 
sequence, ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par des anticorps 
induits par le virus VIH-1 V au 

La susdite proteine peut etre obtenue sous forme glycosyl6e 

15 ou non glycosyiee. 

L'invention a aussi pour objet une proteine transmembranaire 
d'enveloppe comprenant I'enchafnement d'addes amines SEQ ID N° 8 
represents sur la figure 3 entre les residus d'acides amines 527 et 877. 
Cette proteine transmembranaire est, dans le cadre de rinvention, sous 

20 forme glycosyiee ou non. 

L'invention conceme tous les antigenes, notamment 
proteines, glycoproteines, polypeptides ou peptides, obtenus par 
expression de sequences codantes du genome VIH-1 <vau> et ayant des 
proprietes immunologiques equivalentes a ceux ou celles du VIH-1 <vau>. 

25 Les antigenes sont dits equivalents dans le cadre de la presente invention, 
des lors qu'ils sont reconnaissables par les mdmes anticorps, notamment 
des anticorps isolables a partir de serum obtenu d'un patient ayant 6t6 
infecte par un VIH-1 <vau>- 

En particulier, ('invention a pour objet les peptides ou 

30 polypeptides synth6tises chimiquement et dont la sequence d'acides 
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amines st cont nue dans celle des proteines d' nveloppe VIH-Vau), 
representee sur la figure 3, ou les peptid s u polypeptid s equival nts. 

On doit aussi inclure, parmi les peptides, polypeptides, 
proteines ou glycoproteines equivalents, les fragments des antigenes qui 
precedent et les peptides prepares par synthase chimique ou par geni 
genetique, des lors qu'ils donnerrt lieu a des reactions immunologiques 
croisees avec les antigenes dont ils sont derives. En d'autres termes, 
('invention conceme tout peptide ou polypeptide ayant des epitopes 
identiques ou semblables aux epitopes des susdits antigenes, susceptibies 
d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partie de ce dernier type de 
polypeptides, les produrts d'expression de sequences d'ADN 
correspondant aux sequences des ADN codant les polypeptides ou 
antigenes susdits. 

Plus particulierement, les antigenes obtenus a partir du virus 
VIH-Vau) ou produrts par genie genetique ou synthese chimique dassique 
et qui presentent le plus grand interet dans le contexte de la presente 
invention sont les antigenes qui permettent d'etablir une distinction claire 
entre les virus VIH-1 <vau) de I'invention et les virus des groupes VIH-1 et 
VIH-2. A cat egard, des differences considerables ont ete observees au 
niveau de la proteine d'enveloppe du virus VIH-1 <vau> ainsi qu'au niveau de 
lepitope immunodominant de la portion exteme de la proteine PM. II 
semble que les proteines gag et pol presentent davantage de similitude 
avec le virus VIH-1 que la proteine d'enveloppe. 

[.'invention conceme aussi des peptides ou polypeptides 
identiques a la region immunodominante de la glycoproteine 
transmembranaire d'enveloppe du VIH-1 « AU) . Cette region est representee 
a la figure 3. 

Des polypeptides proferes de cette region sont par exemple 
ceux qui contiennent la sequence CKNRLIC ou correspondent a cette 
sequence. II peut s'agir aussi de polypeptides ou peptides repondant a la 
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sequ nee RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC ou comprenant oette 
sequence. 

Un autre peptide pr6f6r6, identify ci-apr&s par la 
denomination « peptide VAU », repond d la sequence suivante ou 
comprend cette sequence ou toute partie de cette sequence susceptible 
d'dtre reconnue par des anticorps dirig6s contra le retrovirus VIH-1 <vau) 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT. 

Des polypeptides variants de cette sequence sont par 
exemple les polypeptides repr£sent6s sur la figure 4 pour les isolats VIH- 
et VIH-1 («ni70}* Ces polypeptides peuvent aussi dtre derives des 
precedents par insertion et/ou d6l6tion et/ou substitution, par exemple 
substitution conservative par des r6sidus d'acides amines. 

La presente invention conceme un peptide issu du virus VIH- 
1-0 DUR depos6 le 23 fdvrier 1995 d la CNCM sous la reference 1-1542, 
ou un peptide dont la sequence se distingue de celle du precedent par 
substitution, d6l6tion ou addition d'acides amines, ce peptide distinct 
conservant n6anmoins les caractdristiques antigdniques du precedent. 

D'autres peptides entrant dans le cadre de I'invention sont 
ddfinis ci-apr6s. 

Ainsi, un peptide prefere de ('invention est un peptide 
comportant au moins 4 acides amines cons6cutrfs contenus dans la 
sequence GAG representee a la figure 8 ou cfune sequence GAG 
immunologiquement semblable issue d'un variant du virus VIH-1 -O DUR, 
ladite sequence immunologiquement semblable 6tant reconnue par des 
anticorps reconnaissant aussi de fa$on specifique au moins I'une des 
sequences AHPQQA, LWTTRAGNP contenues dans la sequence GAG de 
la figure 8. 

Pr6ferentiellement, ce peptide consiste en un peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des sequences 
suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1) 
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MLNA1GGHQGALQVLKEVIN (2). 
GPLPPGQIREPTGSDIAGTTSTQQEQI (3) 
IPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 
QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 
5 AHPQQA (5 bis) 

LWTTRAGNP (5ter), 

sort dans une sequence immunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecutifs de Tune desdites sequences. 

10 

Preferentiellement encore, ce peptide consiste en un peptide 
dont la sequence en acides amines est contenue soit dans Tune des 
sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 
15 GSDIAGTTST (7) 

QGPKEPFRDYVDRF (8) 

soit dans une sequence immunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutifs de I'une desdites sequences. 

20 

Des peptides particulierement preferes dans la presents 
invention sont les peptides contenant ; 

- la sequence en acides amines NPEI (9) 
25 ou 

- la sequence en acides amines AVEEKAFNPEIIPMFM (10), et plus 
particulierement les peptides dont la sequence en acides amines est 
contenue, soit dans I'une des sequences suivantes : 
IGGHQGALQ (23) 
30 REPTGSDI (24) 
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soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, oe peptide comportant au moins 4 acides amines 
cons6cutifs de Tune desdites sequences, ainsi que le peptide dont la 
sequence en acides amines est contenue, dans la sequence d'acide 
aminds suivante : 

INDEAADWD (25) 

sort dans une sequence tmmulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecuttfs de ladite sequence. 

La pr6sente invention conceme les sequences cfacides 
nucldiques codant les peptides (23), (24) et (25) ainsi que les sequences 
d'acides nucl6iques codant les sequences immunologiquement 
semblables ainsi que les compositions comprenant au moins un de ces 
acides nucl6iques. 

(.'invention conceme dgalement rutilisation cf au moins un de 
ces acides nucl6iques pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 

Entre 6galement dans le cadre de la presente invention un 
peptide issu du virus VIH-1 -O DUR d6fini ci-dessus, ledit peptide 
comportant au moins 4 acides amines cons6cutifs, de la boucle V3 de 
gp120 representee d la figure 9 ou de la sequence correspondante 
immunologiquement semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 -O DUR, 
ladite sequence immunologiquement semblable 6tant reconnue par des 
anticorps reconnaissant aussi de fagon sp6cffique au moins Tune des 
sequences : 

KEIKI (12), 
EREGKGAN (13). 
CVRPGNNSVKEIKI (14), 
QIEREGKGANSR (15). 

De fapon pr§f6r6e, ce peptide contient : 
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a) soit la s'quence 

CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11) u une 
partie de cette sequence qui contienne au moins 4 acides amines 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans iaquelle un ou plusieurs acides amines sont 
substitues par un ou plusieurs acides amines sous reserve que le peptide 
conserve sa reactivite avec un antiserum contra le susdit peptide, 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans Iaquelle un ou plusieurs acides amines ont ate supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
centre le peptide de a), 

d) soit une sequence ou partie de sequenc 
immunologiquement semblable correspondante. 



Preferentiellement encore, ce peptide contient soit 

la sequence KEIKI (12), 

soit 

la sequence EREGKGAN (13), 
soit 

la sequence GPMAWYSM (16). 

De facon particulierement preferee, un peptide comma defini 
ci-dessus contient la sequence d'acides amines CVRPGNNSVKEIKI (14), 
soit la sequence QIEREGKGANSR (15). 

Entre egalement dans le cadre de I'invention un peptide issu 
du virus VIH-1-0 DUR tel qu'il est defini ci-dessus, ledit peptide 
comportant au moins 4 acides amines consecutrfs, dont la sequence 
entiere est contenue dans la sequence de la region immunodominante de 
la gp4l representee a la figure 9 ou dans une sequence correspondante 
immunologiquement semblable, issue d'un variant du virus VIH-1-0 DUR 
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ladite sequence immunologiquement semblabl 6tant reconnue par des 
anticorps reconnaissant aussi de fapon sp6cifique au moins Tune des 
sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17), 

LN LWGC RGKAIC YTSVQ WNETWG (18), 

CRGKAI (19), 

SVQWN (20), 

RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21), 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22). 

De fa$on pr6f6ree, ce peptide est un peptide contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (1 7), ou 

LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18) ou partie de ce peptide (18) 
contenant : 

a) soit ia sequence CRGKAI (19), soit la sequence SVQWN 
(20) dans laquelle Q est le cas 6ch6ant remplac* par un acide amin6 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux sequences & la fbis, 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines soot 
substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivate avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont 6t6 supprim6s ou ajoutte 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivity avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit dans une sequence ou partie de sequence 
immunologiquement semblable correspondante. 

Preferential I ement encore, ce peptide poss&de i'une ou 
I'autre des caracteristiques suivantes : 
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- sa sequence N t rminal , qui conti nt au m ins 8 acides 
amines, n'est pas immunologiquement reconnue par des anticorps formes 
contra la sequence RILAVERY contenue dans la region immunodominant 
de la gp41 de la souche VIH-1-LAI. 

- il n'est pas reconnu par des anticorps formes contre le 
peptide SGKLIC de la souche VIH-1-LAI. 

- il contient I'une ou I'autre des deux sequences suivantes : 
RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

Synthase de peptides VAU 

Un peptide VAU a ete prepare par la technique ciassique de 
synthase peptidique en phase solide par la methode Fmoc en «flux 
continu ». Le peptide a ete prepare a I'aide d'un synthetiseur Milligen 9050 
PEP en utilisant la resine "Millipore- PEG PAL, substitute par le premier 
residu d'acide amine C-terminal. Les chaines laterales des acides amines 
sont protegees par les groupes suivants : Pmc pour I'arginine ; Trt pour 
I'asparagine, la glutamine et la cysteine ; Boc pour la lysine ; tBu ester 
pour I'acide glutamique ; tBu ether pour la serine, la threonine et la 
tyrosine. Les groupements temporaires Fmoc sont eiimines par une 
solution de piperidine a 20% en DMF. Les reactions de couplage de 
chaque acide amine sont realisees avec 6 equivalents de DIPCDI et 
d'HOBT. Certains residus necessitent un double couplage notamment les 
arginines 1 et 23, les cysteines 19 et 26, I'asparagine 11, les glutamines 
10, 12 et 13, 1'alanine 4, 1'isoleucine 9, les leucines 2, 3, 14 et 15. 

Apres couplage, la resine est sechee sous vide. Le peptide 
est dive du support par le reactif K pendant 4 heures a temperature 
ambiante. Le peptide brut est precipite et lave a I'ether ethylique. Le 
produit est purifie par chromatographie liquide sous haute pression (HPLC) 
sur un instrument WATERS LC PREP 4000 av c d s cartouch s WATERS 
Delta Pak C18 40x1 00mm, debit 30 mVmn, gradient acetonitrilefTFA 0,1%. 
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L s fractions contenant le peptid sont rassemblees, concentrees a 
I'evaporateur rotatif puis lyophilisees. 

Cyciisation 

5 Le peptide (0,025mM) est dissous dans une solution 

d'acetate d'ammonium 10mM. Le pH est amene a 8,5 avec une solution 
d'ammoniaque 1M. Le pH est reajuste apres 3 ou 4 heures. La cyciisation 
est suivie par HPLC a 214 nm et 280 nm, colonne WATERS Delta Pak C18 
5u, gradient acetonitrile/TFA 0,1%. La cyciisation est terminer au bout de 

10 15 heures. Le pH est amene a 6 a I'aide d'acide acetique 97-100%, la 
solution est lyophilisee puis purifiee dans les memes conditions que pour 
le peptide brut. 

Le peptide est controle par HPLC et par spectrometrie de 
masse selon la technique d'electrospray (spectrophotometre FISON VG 
15 Trio 2000). 

Fmoc : Fluoroenyl-9 methyloxycarbonyl 
Pmc : PentanemethyWJ chromane sulfonyl-6 
Trt : Tritryl 

Boc : Tertbutyloxycarbonyl 
20 tBU : tert butyl 

DMF : Dimethylformamide 

DIPCDI : Diisopropyl carbodiimide 

HOBT : Hydroxy-1 benzotriazole 

TFA : acide trifiuoroacetique 
25 Reactif K : Phenol/EauflThioanisole/Ethanedithiol/TFA; 

2,5ml/2,5ml/2,5ml/1 ,5ml/41 ml 

Comparaison de la sequence d'acides amines de I'enveloppe VIH-Vau) 
avec la sequence correspondante d'autres virus HIV. 
30 L'analyse en Western-blot d'une serie cfechantillons seriques 

provenant d'une patiente infectee par le VIH-Vau) est presentee sur la 
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figure 2. Des bandelett s de nitrocellulose, portent des proteines separees 
par el ctrophorese et provenant de particules de HIV purifiees (LAV BLOT, 
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR), ont ete mises a incuber avec d s 
echantillons de serum et leur reactivite a ete evaiuee selon les protocol s 
recommandes par le fabricant. Les resultats obtenus sont les suivants : 
Bandelette 1 : proteines specifiques de VIH-2. qu*on a fait reagir avec un 
echantillon de serum de la patiente VIH-Vau, obtenu en fevrier 1992. 
Bandelettes 2-7 : serums positrfs VIH-1 ; serums de la patiente VIH-Vau,: 
2: obtenu en novembre 1990; 3 : en decembre 1990; 4 : en fevrier 1991; 5 : 
en fevrier 1992; 6 : temoin negatif; 7 : temoin positif (serum d'un individu 
infecte par le VIH-1). Les noms et la taille des proteines (en kD) sont 
indiques dans la marge. 

La figure 3 montre un aiignement de la sequence d'acides 
amines de I'enveloppe de VIH-1 ^ avec la sequence correspondante de 
I'isolat de reference VIH-1 LAI (Wain-Hobson, et al. 1985). Les peptides 
signal, la boucle V3 et I'epitope immunodominant gp41 sont mis en relief 
par des rectangles hachures. Le site de clivage entre la glycoproteine 
d'enveloppe externe gp120 et la gp41 transmembranaire est indique par 
des fleches. Les l.gnes verticals entre les lettres d'acides amines 
indiquent une identite complete, les deux-points (:) indiquent une forte 
homologie, et les points (.) indiquent une homologie limitee entre des 
acides amines individuels. L'alignement a ete effectue en utilisant le 
programme GAP du progiciel GCG-Wisconsin. 

La version originale (1.0) des programmes GAP et BESTFIT 
a ete ecrite par Paul Haeberli a partir d'une etude detaillee des 
publications de Needleman et Vunsch (J. Mol. biol. 48, 443-453 (1970) et 
de Smith et Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 482-489 (1981). Les 
alignements limites ont ete mis au point par Paul Haeberli et ajoutes au 
progiciel pour constituer la version 3.0. lis ont ensuite ete fusionnes en un 
seul programme par Philip Marquess pour constituer la version 4.0. L s 
penalites d'absence tf'cart dans l'alignement des proteines ont ete 
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modrTiees tel que suggere par Rechid, Vingron t Argos (CABIOS 5 ; 107- 
113(1989). 

L'alignement do la figure 3 revele de nombreuses zones de 
divergence poussee, avec quelques domaines conserves ca et la. Ces 
5 regions conservees correspondent grossierement aux domaines 
egaiement conserves dans les isolats VIH-1 classiques (Alizon, et al. 1986, 
Benn, et al. 1985). Parmi les domaines divergents, la boucle V3, appelee 
egaiement determinant principal de neutralisation (Javaherian, et al. 1990, 
Javaherian, et al. 1989, Matsushita, et al. 1988) est clairement I'un des 
10 plus divergents, bien que les deux cysteines definissant la boucle soient 
conservees. La sequence de la corffe de la boucle. GPGRAF pour le VIH-1 
LAI est GPMAWY chez le VIH-1 <vau>. Ce motif de la corffe est identique a 
celui de I'isolat du groupe O camerounais HlV/urno (Van den Heasevelde, 
et al. 1994), mais est different de celui de I'autre isolat du groupe O, 
is HIVmvpsioo (Gurtler, et al. 1994), pour lequel le motif est GPMRWR. 

Dans I'ensemble de I'enveloppe, 29 sites de N-glycosylation 
potentiels ont ete identifies au total, dont 13 sont conserves 
comparativement a d 1 autres proteines d'enveloppe VIH-1 . On a egaiement 
trouve 19 cysteines conservees au total, ce qui indique que ('architecture 
20 globale de repliement de la proteine est conserves, mais on a trouve 5 
cysteines non conservees. 

La figure 4 montre l'alignement multiple des peptides 
immunodominants dans le segment extracellulaire de la glycoproteine 
d'enveloppe transmembranaire de drfferents isolats VIH-1. Toutes les 
25 sequences sont comparees a la sequence de reference VIH-1 LAI. Des 
traits d'union indiquent une identite au VIH-1 LAI. L'alignement a ete 
effectue a I'aide du programme PILEUP du progiciel GCG-Wisconsin. 

Dans le programme PILEVP, la strategic de rassembiement 
representee par le dendrogramme est nommee UPGMA, qui signifie en 
JO anglais « Unweighted pair-group method using arithmetic averages » 
(Smith, P.H.A. Sokal, R.R. (1973) dans Numerical Taxonomy (p.p. 230- 
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234), W.H. Freeman and C mpany, San Francisco, California, USA). 
Cheque align ment en pair d PILEVP utilise la methode de Needleman et 
Wunsch (Journal of Molecular Biology 48 ; 443-453 (1970)). 

Comma le montre la figure 4, la sequence cfacides amines de 
I'epitope immunodominant de la portion exterieure de la proteine TM 
(Gnann, et at. 1987) est sensiblement differente de cede cfautres isolats 
VIH-1 et VIH-2. Toutefois, elle a garde la plupart des acldes amines qui se 
sont reveles conserves entre les virus VIH-1 et VIH-2. 

On a trouve que certains acides amines particuliers n'etaient 
conserves qu'entre les virus du groups O : tel est le cas de la lysine en 
position 21 sur un peptide de 26 acides amines, de la threonine en position 
7 et de I'asparagine en position 11. Ces differences pourraient expliqu r 
I'absence de detection d'antigenes d'enveloppe VIH-1 classiques par un 
des serums de la patiente VIH-1 ^ et egalement probablement par celui 
de patients infectes par d'autres virus de groupe O. Globalement, la 
comparaison entre les sequences d'enveloppe VIH-1 LAI et VIH-1 ^ a 
montre une identite de 50 %. La sequence d'enveloppe VIH-1 ^ a 
egalement ete comparee a celle d'autres represerttants HIV dont les deux 
membres du groupe O du VIH-1 decrits et sequences : VIH-1 et VIH- 
1mvp5i8o, et SIV. Les resultats de cette analyse, preserves sur le Tableau 1, 
etablissent que le VIH-1 (vau) appartient au groupe O. L'enveloppe VIH- 
1<vau) est identique a 70 % a l'enveloppe VIH-1 awt7d et identique a 71 % a 
VIH-1 Mvpsiao. Parmi les sous-types VIH-1 les plus courants, Tidentite au 
niveau de l'enveloppe est comparable, allant de 74 % a 80 %. 
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La relation ntre I VIH-1 <vau), d'autres membres d la 
phylog6ni des VIH-1 et I s deux virus r6cemm nt ddcrits du groupe O a 
6te analys6e par construction d'un arbre phylog6n6tique de parcimonie 
non pond6r6e & I'aide de la sequence nucl6otidique de la region 
transmembranaire env. Le resultat de cette analyse est repr6serrt6 sur la 
fig. 5 dans laquelle les nombres indiquent le nombre de changements 
nucldotidiques. La figure 5 montre que le VIH-1 (vau) est d peu pres 
Equidistant des deux autres virus du groupe O t et que, globalement, ces 
trois virus semblent 6tre approximativement equidistants les uns des 
autres. En effet, le nombre de changements nucteotidiques entre le 
VIH-1 MVP5180 et le VIH-1 (vau) est de 218 dans le segment de genome 
analyst, alors que la distance est de 183 entre le VIH-1 mvpsiw et le VIH- 
Iawtto. et de 213 entre le VIH-1antto et le VIH-1<vau). Ce profil de 
divergence est tr£s similaire d ce qu'on trouve dans I'ensemble des autres 
sous-types VIH-1 , ou le nombre de changements nucl6otidiques uniques 
que Ton trouve entre deux sous-types distincts va de 1 57 (sous-type E au 
sous-type F) & 219 (sous-type A au sous-type D). 

Le tableau 1 montre la comparaison des sequences 
d'enveloppe de drfferents virus apparent6s au VIH-1. Les nombres 
indiquent le pourcentage d'identrte en acides amines entre des sequen- 
ces d'enveloppe, tels qu'ils ont 6t6 calcules £ I'aide du programme GAP 

du progiciel GCG-Wisconsin. *: pour le HIVawtto, seule la proline 
d'enveloppe exteme a ete utiiisee dans la comparaison. 

Compositions comprenant des antigenes VIH-1 <vau> 

De fapon generate, I'invention conceme toute composition 
uttiisable en detection in vitro de la presence dans un fluide biologique, 
notamment de personnes ayant 6te mises au contact du VIH-1 <vau>, ou 
d'anticorps contre Tun au moins des antigdnes VIH-1 ^au* Cette 
composition peut 6tre appliquee au diagnostic selectif de I'infection par un 
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ViH-1 du groupe O, n mettant en oeuvre des techniques de diagnostic 
t II s qu' lies sent decrites dans I s demandes de brev t EP 84401.834 
et EP 87400.151.4. Dans le contexte de la presente invention, on utilise 
tout constituent comprenant des determinants antigeniques capables 

5 d'etre reconnus par des anticorps produits contra le VIH-1 <vau). par 
exemple des antigenes ou peptides recombinants ou peptides synthetises 
chimiquement definis a partir de la sequence de I'enveloppe VIH-1 <vau>. A 
cet egard, I'invention concerns plus particulierement des compositions 
contenant Tune au moins des proteines d'enveloppe du virus VIH-1 (vau>. 

io On mentionnera, a titre d'exemples de compositions, celles qui 
contiennent des proteines, glycoproteines ou peptides de la proteine 
d'enveloppe correspondent a I'ensemble de la region 590-620 de la 
proteine gp41 du VIH-1 <vau> ou aux parties de cette region spectfiques du 
VIH-1 (vau) tels que les peptides -TFIQN- ou -WGCKNR-. 

is L'invention concerne egalement des compositions associant 

des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides VIH-1 (vau). recombinants 
ou synthetiques, avec des proteines et/ou glycoproteines et/ou peptides 
VIH-1 et/ou VIH-2 et/ou d'un autre VIH-1 groupe O obtenus par extraction 
ou dans des lysats ou par recombinaison ou par synthase chimique et/ou 

20 de peptides derives de ces proteines ou glycoproteines et susceptibles 
d'etre reconnus per des anticorps induits par le virus VIH-1 et/ou VIH-2 
et/ou VIH-1, groupe O. 

Les compositions diagnostiques contenant des determinants 
antigeniques capables d'etre reconnus par des anticorps diriges contre le 

25 VIH-1 (vau). en particulier les compositions peptidiques, peuvent etre 
inciuses dans ou associees a des compositions ou des trousses deja 
disponibles pour la detection de I'infection par des retrovirus VIH-1 et/ou 
VIH-2, de facon a etendre le spectre de detection des trousses a la 
detection des retrovirus VIH-1 du groupe O. 

30 A titre d'exemples non limitatifs : 
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- sort des proteines du noyau (core), particulierement I s 
proteines gag, pol, VIH-1 t VIH-2 ou d s peptides d cell s-ci, et des 
proteines ou peptides d'enveloppe VIH-1 v m , 

- «o»t des glycoproteins d'enveloppe VIH-1 , des 
glycoproteines d'enveloppe VIH-2 et des glycoproteines d'enveloppe VIH- 

- sort des melanges de proteines et/ou glycoproteines VIH-1, 
de proteines et/ou glycoproteines VIH-2 et de proteines et/ou 
glycoproteines d'enveloppe VIH-1 <vau>. 

II est important de noter que, bien que les anticorps de 
patients infectes par des virus VIH-1 groupe O reagissent fortement avec 
des antigenes gag et pol de virus VIH-1 groupe M, leur reactivite est 
pratiquement nulle avec des antigenes d'enveloppe de virus du groupe M. 
II est done important que la composition de la presente invention 
comprenne au moins une proteine ou un peptide d'enveloppe VIH-1^ 
de facon a ce que ce virus puisse etre detecte avec certitude. 

De telles compositions, utilisees en diagnostic, aident par 
consequent au diagnostic du side ou des symptdmes qui lui sont 
associes, qui s'etendent sur un plus large spectre des agents etiologiques 
responsables. II va sans dire que ('utilisation de compositions de 
diagnostic qui ne contiennent que des proteines et/ou glycoproteines 
d'enveloppe VIH-1 ^ n'en reste pas moins utile pour la detection plus 
selective de la categorie de retrovirus qui peut etre tenue pour 
responsable de la maladie. 



Precedes et trousses de diagnostic d'infections causees notamment par 
le virus VIH-1 ^ 

La presente invention concerns un precede de diagnostic in 
vitro de I'infection par les HIV, agents etiologiques du SIDA et de 
syndromes apparentes, qui comprend la mise en contact d'un serum ou 
d'un autre mili u biologique, provenant d'un pati nt ou suj t faisant I'objet 
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du diagnostic, av c una composition cont nant au m ins una proteine, 
una glycoprotein© ou un peptide VIH-1(v*u>, et la detection d'une reaction 
immunologique eventuelle. Das examples de telles compositions ont 6t6 
ddcrits plus haut. 

Des methodes pr6f6rees mettent en jeu, par exemple, des 
reactions immunoenzymatiques de type ELISA ou ^immunofluorescence. 
Les detections peuvent se fairs par immunofiuoresence directe ou 
indirecte ou des dosages immunoenzymatiques directs ou indirects. 

De telles detections comprennent par exemple : 

- le d6p6t de quantites determinees de I'extrait ou des 
compositions antig6niques visees conformes & la present© invention dans 
les putts d'une microplaque ; 

- ['introduction dans chaque puits d'un serum dilu6 ou non, 
susceptible de contenir les anticorps dont la presence doit 6tre d6tect6e 
in vitro ; 

- ('incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avec un tampon 

approprie ; 

- ('introduction dans les puits de la microplaque d'anticorps 
marques specrfiques antiimmunoglobulin© humaine, le marquage 6tant 
realise par une enzyme choisie parmi celles qui sont capables 
d'hydrolyser un substrat de telle sorte que ce dernier subit alors une 
modification de son absorption des radiations, au moins dans une band© 
de longueur d'onde determine©, et 

• la detection, de preference de fa$on comparative par 
rapport a un temoin, de ('importance de I'hydrolyse du substrat en tant 
que mesure des risques potentiels ou de la presence effective de 
Tinfection. 

La present© invention est egalement relative e des 
necessaires ou trousses de diagnostic de I'infection par le virus VIH-1<vau>. 
I squels comprennent notamment : 
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- un xtrait, une fraction plus purifiee, u un antigene 
synthetique derive des types de virus indiques ci-dessus, cat extrait 
fraction ou antigene marque, par exemple, de facon radioactive, 
enzymatique. fluorescente ou autre, 

- des anticorps antiimmunoglobulines humatnes ou une 
proteine A (fixes de facon avantageuse sur un support insoluble dans 
I'eau) telles que des billes par exemple d'agarose) ou des puits de 
microplaque, etc), 

- eventuellement un echantillon de fluide biologique ou 
cellules obtenu a partir d'un sujet temoin negatif ; 

- des tampons et, le cas echeant, des substrats pour la 
visualisation du marquage. 

L'invention a aussi pour objet des compositions 
immunogenes capables d'induire la formation cfanticorps reconnaissant 
des antigenes pouvant etre obtenus par synthase chimique ou par 
recombinaison. 

Serologic 

La capacite des anticorps seriques de la patiente infectee 
par le VIH-1 (vau) a reagir avec des preparations antigeniques VIH-1 a ete 
evalue a I'aide de diverses trousses disponibles dans le commerce : 
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, (GENELAVIA MIXT) ABBOTT, 
WELLCOME, et BEHRING. La reactivHe de ces anticorps avec dlfferentes 
proteines VIH-1 a ete examinee a I'aide de la trousse de Western-blot de 
SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, suivant les protocoles recommandes 
par le fabricant. 

Plus precisement, le serum de la patiente a ete examine 
plusieurs fois a I'aide de trousses ELISA specifiques VIH-1. II a d'abord 
ete teste et s'est avere etre positif en 1990, etant note 7,33 (ce chiffre 
correspond au rapport de la DO mesuree sur la DO du bruit de fond) avec 
la trousse de SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR, 3,50 avec la trousse 
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ABBOTT t 2,70 av c la trouss WELLCOME. L re d I'utilisation des 
reactifs specifiques a la fois du VIH-1 et du VIH-2, I serum a ete note 
1 ,42 avec la trousse Behring et 4,40 avec la trousse WELLCOME. 

La capacite du serum de la patierrte a reagir a differentes 
5 dates avec differentes proteines de structure VIH-1 a ete etudie a I'aide 
du dosage par immunoempreirrte LAV BLOT VIH-1, test commercialise 
par SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR. Comme le montre la figure 5 
avec tous les echanti lions de serum testes, on n'a remarque qu'une tres 
faible reactivite du serum avec les proteines env VIH-1 gp160 et gp120. 

10 Toutefois, le serum a reagi fortement avec les prolines gag du VIH-1 p55 
(precurseur de gag) et p24 (CA), et avec les produits pol p66 (RT) et p34 
(IN). En immunoempreinte VIH-2, on n'a detecte qu'une tres faible 
reactivite avec la p26 gag. 

Ceci illustre que la detection cfanticorps specifiques du 

15 groupe O avec des trousses de diagnostic serique disponibles dans le 
commerce doit etre soigneusement controlee. Bien que des anticorps 
seriques de patients infectes par des virus du groupe O presentent de 
fortes reactions croisees avec les antigenes gag et pol du groupe M, ils 
presentent peu ou pas de reactions avec les antigenes tfenveloppe de 

20 groupe M. On peut, par consequent, supposer qu'une proportion 
significative de ces patients pourrait ne pas etre detectee lors de 
I'utilisation de certaines trousses a base de reactifs antigeniques 
d'enveloppe du groupe M. En effet, dans une etude preliminaire recente 
de plusieurs serums de patients infectes par le groupe O, il a ete trouve 

25 que la capacite de detecter des anticorps specifiques du groupe O etalt 
tres differente selon la trousse de detection utilise© (Loussert-Ajaka, I., 
Ly, T.D.. Chaix, M.L.. Ingrand, D., Saragosti, S.. Courrouce, A.M., Brun- 
Vezinet, F. and Simon, F. (1994). VIH-1 A/IH-2 seronegativity in VIH-1 
subtype O infected patients. Lancet. 343, 1393-1394.). Ceci implique 

30 qu'une etude soignee et poussee de la reactivite d'un grand nombre de 
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scrums du groupe O avec toutes les trousses d diagnostic disponibi s 
surlamarche st necessaire. 

Compositions comprenant des anticorps polycionaux ou monoclonaux 
prepares a partir des antigenes recombinants ou synthetiques du virus 
VIH-W 

L'invention conceme un serum susceptible d'etre produit 
chez I'animal par inoculation a celui-ci du VIH-Vau* particulierement les 
epitopes antigeniques du VIH-Vau, et plus particulierement les epitopes 
antigeniques de la proteine d'enveloppe du virus VIH-Vau>. L'invention 
conceme plus particulierement les anticorps polycionaux plus 
specifiquement orientes contre chacun des antigenes, notamment 
proteines ou glycoproteines du virus. Elle conceme aussi des anticorps 
monoclonaux produits par differentes techniques, ces anticorps 
monoclonaux etant orientes respectivement plus specifiquement contre 
les differentes proteines du VIH-Vau,, particulierement les proteines 
d'enveloppe du VIH-Vao>. 

Ces anticorps polycionaux ou monoclonaux sont utilisables 
dans differentes applications. On mentionnera essentiellement leur 
utilisation pour neutraliser les proteines correspondantes, voire inhiber 
I'infectivite du virus entier. lis peuvent egalement etre utilises par exemple 
pour mettre en evidence les antigenes viraux dans les preparations 
biologiques ou pour realiser des operations de purification des proteines 
et/ou glycoproteines correspondantes, par exemple lors de I'utiiisation 
25 dans des colonnes de chromatographic d'affinite. 

A titre d'exemple, des anticorps anti-enveloppe ou des 
anticorps anti-gag sont des reactifs utilisables en diagnostic, en particulier 
pour la detection de particuies VIH-1 groupe O par ELISA de capture 
d'antigene. 

L'invention conceme des anticorps diriges contre un ou des 
antigenes du virus VIH-Vau) produits a partir de s quences decides 
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amines du VIH-1 (vau>- Des techniques d'obt ntion d'anticorps a partir 
d'epitopes antig'niques semblables aux epitopes antig'niques du virus 
VIH-1(vau) de la presente invention ont ete decrites precedemment. 

La technique de preparation d'anticorps decrite dans la 
publication de ULMER et al., 1993 peut etre utilisee par Thomme du 
metier pour preparer les anticorps de la presente invention, les 
modifications permettant d'adapter cette technique aux antigenes de la 
presente invention faisant partie des connaissances de I'homme du 
metier. 

Etude de I'immunoreactivite du peptide vau 

L'immunoreactivite du peptide vau a ete verifiee, apres avoir 
prepare des plaques ELISA experimentales, selon un protocole etabli 
pour un test de screening des anticorps anti-HIV. Ce test repose sur la 
detection d'une phase solide preparee avec le peptide mimant I'epitope 
immunodominant de la glycoproteine d'enveloppe du virus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O, isolat VAU. La mise en oeuvre du test a ete calquee 
sur le protocole propose par la trousse GENELAVIA® MIXT, avec les 
reactifs de cette trousse. 

Les donnees experimentales rassemblees dans les deux 
tableaux des figures 21 et 22 demontrent que : 

a) les quatre serums preleves chez des patients 
contamines par le virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O sont tres 
reactifs sur le peptide vau ; 

b) les dix serums censes preleves chez des patients 
contamines par le virus VIH-1 (groupe ou sous-groupe) 0, parmi les 19 
serums transmis par Nnstitut Pasteur de Yacounde sont egalement 
fortement reactifs sur ce meme peptide ; 

c) les serums (4 echantillons) preleves chez des sujets 
contamines par le virus VIH-1 sous-type B (en phase aigue) ne sont pas 
reactifs sur le peptide vau ; 
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d) les s'rums pr61 ves chez d s donneurs de sang 
asymptomatiques (48 6chantilIons testes) ne sont pas r6actrfs sur le 
peptide vau ; Ces donn6es exp6rimentales, bien que Iimrt6es (vu la 
paupicite des 6chantillons positifs en anticorps VIH-1 groupe (ou sous* 
groupe 0) attestant de la sensibility et de la sp6rificrt6 du peptide 
s6lectionn& 

De ce qui pr£c6de, il r6sutte que I'invention conceme aussi 
la detection du virus VIH-1 <vau) ou d'un variant grdce d la mise en oeuvre 
des anticorps d6crits pr6cedemment dans un proced6 faisant appel £ 
drff^rentes 6tapes, ces 6tapes 6tant specifiquement pr6vues pour faire 
apparaTtre les propridtes caracteristiques du virus VIH-Vau) 

^invention conceme aussi la detection du virus VIH-1 (VM) par 
hybridation moleculaire. 

D'une fapon g6n6rale, ce proc6d6 de detection du virus VIH- 
1<vau> ou d'un variant dans des 6chantillons de s6rum ou d'autres Hquides 
biologiques ou tissus, obtenus a partir de patients susceptibles d'dtre 
porteurs du virus VIH-1 <vau) comprend les 6tapes suivantes : 

- la fabrication d'au moins une sonde eventual lament 

marquee ; 

- au moins une etape d'hybridation conduite dans des 
conditions permettant I'hybridation par mise en contact de I'acide 
nucleique de I'6chantillon du patient suspect avec ladite sonde marquee 
et eventuelle immobilisation du complexe formd sur un support soltde 
approprie, 

- le cas echeant lavage dudit support solide avec une 
solution de lavage adequate, 

- la detection dudit complexe et done de la presence ou non 
du virus VIH-1 ,vau) par methode appropriee de detection connue de 
I'homme du m&ier. 

Dans un autre mode de realisation prefere du precede selon 
I'inv ntion, I'hybridation pr6cit' est conduite dans des conditions non 
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stringent s t le lavage du support (membrane) est realise dans des 
conditions adaptees a cell sd I'hybridation. 

En utilisant une serologic ou une technique d'amplification 
genique telle que la Polymerase Chain Reaction (PCR) specifique, 
I'importance de I'epidemie VIH-1 du groupe O a ete evaluee precisement. 
II a ete trouve que 5 a 10 % de patients infectes par un VIH-1 au 
Cameroun sont en realite infectes par des virus du groupe O. Toutefois, a 
part I'isolat de virus decrit ici, la propagation de virus du groupe O en 
dehors de I'Afrique de I'Ouest Centrale n'a pas ete documentee. La 
patiente chez qui le VIH-1 (vau> a ete isoie a toujours vecu en France et n'a 
jamais voyage en Afrique. Jusqu'ici, nous n'avons aucune preuve precise 
concemant I'origine de son infection, mais ce cas indique qu'une certaine 
propagation des virus du groupe O en Europe s'est deja produite. 

L'invention concerns en outre un precede de detection et de 
discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec un peptide ne 
reagissant pas aux anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH- 
1-M, notamment un choisi parmi les peptides (1), (2), (3). (4), (5bis), 
(5ter). (9) et (10) ci-dessus decrits. 

Egalement, l'invention conceme un precede de detection et 
de discrimination dans un echantillon biologique entre des anticorps 
caracteristiques d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des 
anticorps caracteristiques d'un retrovirus du type VIH-1 -M caracterise par 
la mise en contact de cet echantillon biologique avec le peptide issu de 
Tun des virus VIH-1 M pris en consideration dans les figures 8 et 9 
homologue d un peptide choisi parmi les peptides (1), (2), (3). (4), (5bis), 
(5ter), (9) et (10), la sequence de ce peptide homologue resultant des 
alignements verticaux de s s propres acides amines successifs ux- 
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VIH-1-M correspondant t r pr'sent6e dans la figur 8 ou 9 avec I s 
acides amines successifs de la sequence du peptide choisi, telle qu'elle 
decoule aussi de la figure 8 ou 9. 

5 

Selon la presente invention, le proc6d6 de detection et de 
discrimination entre infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O et un retrovirus VIH-1 sous-groupe M est caracterise par la 
mise en contact de serum issu des personnes soumises a un test d 

10 diagnostic de SIDA, notamment avec le peptide RILAVERY. 

En outre, le proc6de de detection d'infection due soit d un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe 0, sort VIH-1 sous-groupe M, est caracterise 
par I'utiiisation de melanges de deux categories de peptides, ceux de la 
premiere categorie correspondant aux peptides (1), (2), (3), (4), (5bis), 

15 (5ter)(9)et(10). 

Par ailleurs, le procede de discrimination entre une infection 
due a un retrovirus VIH-1 -O DUR, et une infection due d un autre type de 
retrovirus VIH-1 -O, est caracterise par la mise en contact de I'echantillon 
biologique etudie avec Tun quelconque des peptides (11) a (15) ou des 

20 peptides (17) a (20). 

Alternativement il s'agit d'un procede de discrimination entre 
une infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M mettant en oeuvre une serine protease 
dont Taction de clivage s'effectue au niveau d'un dipeptide SR et 

25 comprenant la detection d'un clivage ou d'un non-clivage de la boucle V3 
de la gp 120 du retrovirus selon que ce retrovirus est un retrovirus VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. 

L'invention concerne en outre une composition pour la 
detection et la discrimination dans un echantillon biologique entre un 

30 retrovirus VIH-1 sous-groupe M et un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, comprenant un melange de deux categories de peptides, la 
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pr mier etant notamm nt ceux identifies (1), (2), (3). (4), (5bis), (5ter), 
(9) t(10). 

Entrant egalement dans ie cadre de la presente invention les 
5 anticorps monocionaux specifiques des sequences de chacun des 
peptides (1)6(20). 

[.'invention concerns egalement un plasmide choisi parmi 
ceux qui ont ete deposes a la CNCM le 24 Fevrier 1995 sous les 
references 1-1548. 1-1549 et 1-1550. 
io L'invention vise egalement des acides nucleiques contenant 

une sequence codant chacun des peptides (1) a (20) definis dans la 
presente invention. 

Parmi les sequences d'acides nucleiques preferees on 
choisira notamment les sequences nucleotidiques representees aux 
is figures 10, 11 ou 12. 

L'invention a egalement trait aux vecteurs contenant un 
acide nucleique tel qu'il est defini ci-dessus. 

L'invention vise egalement des cellules susceptibles de 
contenir I'un quelconque desdits acides nucleiques ou desdits vecteurs. 
20 La presente invention concern© egalement un virus tel que 

celui depose le 23 Fevrier 1995 :? la CNCM sous la reference 1-1542. 

Un virus entrant egalement dans le cadre de l'invention est 
un virus de meme groupe que le precedent, caracterise en ce que des 
peptides consensus de ce virus sont reconnus par des anticorps 
25 reconnaissant specrfiquement un polypeptide ou un peptide 
precedemment defini. 

L'ARN genomique de ce virus entre egalement dans le cadre 
de ('invention. 

Entre egalement dans le cadre de l'invention, un necessaire 
30 ou trousse de detection d'anticorps dans le serum ou tout autre 
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echantillon biologiqu de patient susceptibl d'6tr tnf cte par un 
retrovirus humain du type HIV, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- au moins un polypeptide ou un peptide ayant notamment 
pour sequence une des sequences (1) & (20) prec6demment decrites. 

- des moyens penrnettant la reaction de formation du 
complexe immunologique entre le(s) polypeptide(s) ou le(s) peptide(s) et 
les anticorps 6ventuellement presents dans l'6chantillon biologique & 
tester, par exemple si besoin un ou plusieurs tampons cTincubation, 

• un echantillon temoin negatrf, 

- des moyens de revelation du complexe antigene/anticorps 

forme. 

Egalement selon l'invention, cette trousse contient, en outre, 
au moins un polypeptide ou un peptide consensus derive d'une autre 
souche HIV ou d'un polypeptide ou d'un peptide comprenant, 

sort une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce polypeptide ou peptide dans laquelle un ou plusieurs acides amines 
sont substitues par d'autres acides amines sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa r6activite avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus, 

soit une sequence d'acides amines dans laquelle un ou 
plusieurs acides amines ont 6te supprimes ou ajoutes sous reserve que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivrte avec un antiserum contre 
le polypeptide ou le peptide consensus. 

Pr6ferentiellement f une trousse selon Tinvention contiendra, 
en outre, au moins un polypeptide ou un peptide derive d'une autre 
souche H!V ( de preference la souche HIV-LAI. 

L'invention conceme egalement une composition 
polypeptidique pour le diagnostic in vitro d'une infection due a un 
retrovirus selon l'invention, ou a un de ses variants ce diagnostic 
s'effectuant dans un echantillon biologique susceptible de contentr les 
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anticorps formes apres ladite inf ction. Cette composition est caracterisee 
n ce qu' He comprend au moins I'un des peptides (1 ) a (20). 

L'echantillon biologique peut etre constitue notamment de 
sang, de plasma, de serum ou de tout autre extrait biologique. Les 
5 compositions ci-dessus sont utilisables pour la detection d'anticorps dans 
un des echantillons biologiques susdits. 

L'invention vise done egalement une methods de diagnostic 
in vitro d'une infection due speerfiquement a un retrovirus du type HIV, 
caracterisee par les etapes de : 
10 . mise en contact d un echantillon biologique susceptible de 

contenir des anticorps produits a la suite d'une infection par un retrovirus 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, avec un peptide tel que precedemment 
defini, ou avec une composition peptidique telle que precedemment 
definie, dans des conditions appropriees permettant la formation d'un 
is complexe immunologique du type antigene/anticorps, 

- detection de I'eventuelle presence du complexe. 
L'invention conceme par ailleurs une composition 

immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un peptide 

en association avec un vehicule pharmaceutique acceptable pour la 
20 constitution de vaccins. 

L'invention se rapporte egalement a un procede de 

preparation des proteines de capside et des glycoproteines gp41 et 

gp120 d'une souche retrovirale selon l'invention, le procede etant 

caracterise par les etapes suivantes : 
25 - lyse des cellules infectees par un retrovirus VIH-1 selon 

l'invention et separation du sumageant et des cellules infectees ou lyse 

des culots viraux prepares par centrifugation, 

- depot de lextrart cellulaire et/ou de I'extrait viral sur 
immuno-adsorbant contenant des anticorps purifies, obtenus a partir d'un 

30 serum de sujet infecte par un retrovirus selon l'invention, et fixes 
avantageusement sur un support adapte, I dit serum de sujet inf cte 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 

BNSDOC5D: <WO 96 1 2809A2_I_> 



WO 96/12809 



PCT/FR9S/01391 



44 

ayant la capacite de reagir fortem nt avec des proteines d nveloppe du 
virus selon I'inv nti n, 

- incubation en presence d'un tampon et pendant un temps 
suffisammenl long pour obtenir la formation d'un complexe 
immunologique antigene/anticorps, 

- lavage de I'immuno-adsorbant avec un tampon pour 
eliminer les molecules non retenues sur le support, 

- recuperation des proteines antigeniques recherchees. 
Selon un premier mode de realisation de ce procede de 

preparation, la separation et la recuperation des proteines de capside et 
des glycoproteins gp41 et gp120 de VIH-1 DUR sont faites par 
electrophorese et par electroreduction des proteines. 

Selon un autre mode de realisation de ce procede de 
preparation, la recuperation des proteines est obtenue par : 

- elution des proteines fixees sur I'immuno-adsorbant ci- 

dessus, 

" purification des produrts ainsi elues sur une colonne de 
chromatographie contenant, fixes sur le support de separation, des 
anticorps reconnaissant les proteines de capside et les glycoproteines 
gp41 et gp120 de VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. 

Entre egalement dans le cadre de I'invention, un procede de 
production d'un polypeptide ou dun peptide selon I'invention, ce 
polypeptide ou peptide etant obtenu 

- soit par I'expression d'un acide nucieique de I'invention, 

- soit par synthase chimique, par addition d'acides amines 
jusqu'a I'obtention de ce polypeptide ou de ce peptide. 

Les principes et les precedes classiques du genie 
genetique peuvent etre ici utilises ( « Molecular cloning », Sambrook. 
Fritsch, Maniatis, CSH 1989) 

Entre egalement dans le cadre de I'invention, un procede de 
production d'un acide nucieique preced mment defini, pouvant etre 
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produit soit par isolement a partir d'un virus de I'invention, soit par 
synthds chimique, soit en utiiisant des techniques d'amplification in vitro 
des actdes nucJ6iques a partir d'amorces sp6cifiques. 

Des amorces oligonucl6otidiques egalement seion 
I'invention ont une sequence consistant en au moins huit nucleotides 
consecutrfs des sequences nucl6otidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT GCT CCA -3' 
AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3* 
GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3' 
AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3' 
Ces amorces peuvent fttre utilis6es lors d'un processus 
d'amplification genique, par exemple par PCR ou une technique 
equivalente, d'une sequence nucieotidique codant pour un peptide de 
I'invention. Des tests effectues avec ces amorces ont foumi des resultats 
concluants. 

Egalement, I'invention conceme une trousse permettant 
('amplification par PCR ou une technique Equivalente ci-dessus decrite. 

Entre Egalement dans le cadre de la presente invention, un 
proc6d6 de detection de la presence dans un echantillon biologique 
d acide(s) nucietque(s) caracteristique(s) d'une retrovirus VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O DUR, y inclus d'un retrovirus selon I'invention. Ce 
proc6d6 comprend une mise en contact d'un ADNc forme & partir 
d'ARN(s) contenu(s) dans cat echantillon biologique, dans des conditions 
permettant I'hybridation de cet ADNc avec le genome retroviral, et la 
realisation d'une amplification g6nique sur cet echantillon viral. 

L'invention conceme egalement un lysat viral tel qu'il est 
obtenu par lyse des cellules infectees par un virus selon I'invention 

Un extrait proteique d'une souche VIH-1 <dur> (ou VIH-1 
contenant notamment un polypeptide ou un peptide tel que 
precedemment d6fini entre egalement dans le cadre de I'invention. 
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(.'invention conceme des peptides particuli rs issus de 
structur d VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR u d variants de ce 
retrovirus et qui permettent 

soit de discriminer, seton le cas , 

- de fapon globale entre des VIH-1 appartenant a ta 
categone O et des VIH-1 appartenant £ la categorie M, 

- ou plus specifiquement entre des virus appartenant 
au sous-groupe caracteristique du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR 
et d'autres virus du sous-groupe O. 

soit de au contraire de reconnaftre la plupart, sinon tous les 
retrovirus a la fois du groupe (ou sous-groupe) O et du sous-groupe M. 

Entrent egalement dans le cadre de invention les peptides 
correspondents et issus de proteines de structure correspondantes 
d'autres virus du VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O ou VIH-1 sous-groupe 
M, en particulier ceux derives des prolines de structure GAG, gp120 et 
gp41 dont des parties sont indiquees dans les dessins, ces peptides 
homologues decoulant de leur mise en alignement, comma il resulte 
aussi des dessins avec les peptides issus du VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O DUR , plus particulierement identifies dans le present texte. 

Par voie de symetrie, certains peptides homologues peuvent 
6tre mis en oeuvre dans ceux des essais qui permettent de proc£der aux 
susdites discriminations, 6tant alors entendu qu'ils sont alors utilises en 
lieu et place des peptides correspondents, issus des proteines de 
structure GAG, gp120 et gp41. 

Determination d'olioonucleotides so6cifiQues du oroupe Q 
A Paide de la sequence VAU et de sa correlation aux 
sequences MVP5180 et ANT70, on a d6fmi des amorces 
oligonucieotidiques s'efforpant d'etre specrfiques du sous-groupe O dans 
son entierete pour la region V3 et la region gp41. Celles-ci ont permis 
d'amplrfier la souche DUR et ont en consequ nee constitue une solution 
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au pr bleme d'amplrfication rencontrd. La position ainsi qu la sequence 
de ces amorces HIV sous-groupe O sont represents $ d la figure 13. C s 
amorces permettent I'obtention cfune bande ^amplification visible en 
coloration au bromure d'ethidium avec une seule 6tape de 30 cycles de 
PCR. Des sequences partielles ont 6te obtenues: 

- GAG : 513 paires de bases (171 acides amines) = Seq ID 
N°9 

- gp 120 boucle V3 : 525 paires de bases (75 acides 
amines) = Seq ID N°10 

- gp41 region immunodominante : 312 paires de bases (104 
acides amines) = Seq ID N° 1 1 . 

Les comparisons nucleotidiques (figure 15) et protidiques 
(figure 16) des sequences DUR aux sequences M VPS 180, ANT et VAU 
pour le sous-groupe O t LAI pour le consensus VIH-1 , MAL sequence 
africaine VIH-1 representative, et CP2 pour le CIV du chimpanz6 
gabonais, montrent que DUR est aussi 6loigne des autres VIH-1 groupe 
(ou sous-groupe) O pub lies que ceux-ci le sont entre eux. 

Les differences sont moindres dans la region GAG et 
maximales dans la region de la boucle V3 de gp120, ou la comparaison 
proteique atteint 40% de difference (figure 16). Les arbres phylogeniques 
confirment d'une part que la souche DUR fait partie du sous-groupe O, et 
d'autre part r importance des differences entre les diverses souches O 
decrites, sans pour autant que des embranchements de sous-types ne se 
degagent nettement (figure 17) . 

Comparaison des sequences GAG : 

Lors de la comparaison de la sequence GAG obtenue aux 
deux autres souches O publiees ANT70 et MVP 5 180 ainsi qu'aux 
sequences representatives du groupe M (figure 8), on a pu constater qu'il 
existe un consensus O sur plusieurs zones, distinct du consensus M dans 
les memes zones. On peut aussi rel ver deux zones hyper-variables, plus 
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variables pour O que pour M, et queiques differences ponctu II s pour 
I'une ou I'autre souche. Neanmoins, I s regions SPRT....SEGA, 
MLNAI.... KEVIN, GPLPP....QQEQI, VGD....SPV paraissent discriminates 
du consensus O versus ie consensus M. 

Les regions QQA et LWTTRAGNP sont des regions hyper- 
variables. La souche VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR se 
singularise en trois positions vis-a-vis du consensus M et O (L pour I et 2 
fois pour E) et prend un acide amine specifique en trois positions hyper- 
variables isolees V position L9 ; A position A77 ; L position 1 1 0. 

En outre, il est possible de definir dans la region GAG des 
segments communs au groupe O et au groupe M tels que 
SPRTLNAWVK, GSDIAGTTST et QGPKEPFRDYVDRF. 



Comparaison d»s sequences d e la boucle V3 
Cette etude comparative a revele des differences 
considerables atteignant 56% de differences proteiques avec le 
consensus VIH-1 sous-groupe M. et 35 a 42% avec les autres VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O. 

Les aiignements de sequences peptidiques des regions de 
la boucle V3 de gpl20 et de la region immunodominante de gp41 est 
donne a la figure 9. La sequence de I'interieur de la boucle V3 de la 
souche DUR differe substantiellement de celle du consensus VIH-1 sous- 
groupe M. Elle partage le motif GPMAWYSM avec les souches VAU et 
ANT70 mais pas avec la souche MVP qui presente deux substitutions : R 
pour A et R pour Y. 

Les parties gauche et droite du reste de la boucle V3 sont 
nettement differentes de tous les autres HIV connus et ne laissent pas 
supposer d'autres reactivites croisees. De plus, la boucle V3 de DUR est 
plus longue d'un acide amine que les autres sequences O, elles-memes 
plus longues d'un autre acide amine que les sequences de groupe VIH-1 
M. 
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Comparaison des alionements concemant la reoion 
immunodominante da la qp41 

La « mini boucle » de la souche DUR, de sequence 
CRGKAIC, s'est av6ree 6tre tr6s spgcffique de cette souche : elle 
constituerait une epitope (voir figure 9). En outre, cette sequence serait 
susceptible d'intervenir dans la modification des conditions de d6pliage 
de la glycoprotdine gp41, et en consequence dans l'irrfectuosit6 de la 
souche. 

Une longue sequence de 11 acides amines flanquant d 
gauche cette boucle est identique d la sequence VAU. On peut noter un 
polymorphisme de la souche DUR pour une position S ou T selon les 
clones analyses. 

Sont 6galement representes dans la figure 9 des peptides 
correspondents issus d'autres souches r6trovirales connues. 

La souche DUR permet 6galement de ddfinir un consensus 
HIV sous-groupe O de la region gp41 dont plusieurs regions homologues 
suffisamment longues pourraient dtre utilises. Ces regions homologues 
sont entre autres: RL*ALET, QNQQ , LWGC, CYTV (* representant un 
acide amine variable) . 

Correlations serolooioues : 

L'antiserum anti-DUR ne reagit pas avec les peptides de la 
boucle V3 du consensus VIH-1 -M, du VIH-1 MAL, du VIH-1 CPZ ou du 
VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O MVP5180, mais reagit cependant avec 
le peptide de la boucle V3 de I VIH-1 -O ANT70. Concemant la region 
immunodominante gp41 , il ne reagit pas avec le consensus VIH-1 sous- 
groupe M « classique », mais reagit cependant, faiblement mais de fapon 
surprenante, avec le consensus VIH-1 sous-groupe M 6tendu d droite 
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REVINDICATIONS 

1. Proteine de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
O, ou polypeptide ou peptide naturel ou synthdtique comprenant au moins 

5 une partie de ladite proteine, susceptible d'etre reconnue par des 
anticorps isolabies & partir de serum obtenu suite £ une infection par une 
souche VIH-1 groupe O VAU, ou une souche V1H-1 groupe (ou sous* 
groupe) O DUR. 

2. Proteine, polypeptide ou peptide selon la revendication 
10 1 caracterisee en ce qu'elle petit 6tre obtenue par I'expression dans un 

hdte cellulaire d'une sequence nucieotidique plus particulierement ADN et 
fragments d'ADN clones pouvant dtre obtenus £ partir de TARN, de ADNc 
ou d'amorces utilisables pour ('amplification genique, derives de TARN ou 
de I'ADN du retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, ladite sequence 

15 nucieotidique 6tant caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
correspondant & Seq ID N° 5 ainsi que toute portion de cette sequence ou 
variant de cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN 
correspondant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, et en ce que 
ladite proteine comprend la sequence d'acides amines comprise entre les 

20 residus 1 et 526 de Seq ID N° 6 ainsi que tout peptide, polypeptide, 
glycoproteins ou variant derive de ladite sequence ayant un epitope 
susceptible d'etre reconnu par des anticorps indurts par ie virus VIH-1 <vau>. 

3. Proteine, polypeptide ou peptide selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle peut 6tre obtenue par 

25 I'expression dans un hdte cellulaire d'une sequence nucieotidique selon la 
revendication 1, et en ce que ladite proteine comprend la sequence 
d'acides amines comprise entre les residus 527 £ 877 de Seq ID N* 7 ainsi 
que tout peptide, polypeptide, glycoproteine ou variant derive de ladite 
sequence ayant un epitope susceptible d'etre reconnu par des anticorps 

30 induits par le virus VIH-1 <vau>. 
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10 



25 



30 



4. Polypeptide ou peptide selon la revendication 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il comprend ia sequence CKNRLIC ou en particuli r la 
sequence RLLALETFIQNWWLLNLWGCKNRLIC ou un variant de cette 
sequence tel que la sequence RLWALETLIQNQQRLNLWGCKGKLIC, la 
sequence RLLALETLLQNQQLLSLWGCKGKLVC, la sequence 
RARLLALETFIQNQQLLNLWGCKNRLICYTSVKWNKT, la sequence 
CERPGNQKIMAGPMAWYS MALSNTKGDTRAAYC ou la sequence 
GPMAWY. . 

5. Peptide synthetique caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
fragment d'une proteine selon Tune des revendications 1 a 4, en ce qu'il 
est issu de la sequence SEQ ID N* 6 ou de la sequence SEQ ID N° 7 et en 
ce qu'il est reconnu par des anticorps induits contre un retrovirus VIH-1 (vak> 
ou variant de ce fragment capable d'etre reconnu par des anticorps induits 
per un retrovirus VIH-I^. 

15 6 « Proteine, polypeptide ou peptide selon la revendication 

1 , caracterise en ce que ladite proteine est une proteine du virus VIH-1 
groupe (ou sous-groupe) O depose le 23 fevrier 1995 a la CNCM 
sous la reference 1-1542 ou un polypeptide ou peptide naturel ou 
synthetique comprenant au moins une partie de ladite proteine ou un 
peptide dont la sequence se distingue de celle du precedent par 
substitution, deletion ou addition d'acides amines, ce peptide distinct 
conservant neanmoins les caracteristiques antigeniques du precedent. 

7. Peptide selon la revendication 6 comportant au moins 
4 acides amines consecutifs dont la sequence entiere en acides amines 
consecutifs est contenue dans la sequence GAG representee a ia figure 8 
ou dans une sequence GAG immunologiquement semblable issue d'un 
variant du virus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR. ladite sequence 
immunologiquement semblable etant reconnue par des anticorps 
reconnaissant aussi de facon specifique au moins I'une des sequences 
AHPQQA, LWTTRAGNP contenues dans la sequence GAG de la figure 8. 



20 
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8. P ptide selon la r vendication 7, caracteri$6 n ce 
qu'il consists en un peptide dont la sequ nee n acides amines est 
contenue, sort dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVKAVEEKAFNPEIIPMFMALSEGA (1) 
5 MLNAIGGHQGALQVLKEVIN (2) 

GPLPPGQIREPTGSDIAGTTSTQQEQI (3) 

IPVGDIYRKWIVLGLNKMVKMYSPVSILDI (4) 

QGPKEPFRDYVDRFYKTKLAE (5) 

AHPQQA (5 bis) 
10 LWTTRAGNP (Ster). 

soit dans la sequence immunologiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
consecuttfs de Tune desdites sequences. 

9. Peptide selon la revendication 8, caract6ris6 en ce 
15 qu'il consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est 

contenue soit dans Tune des sequences suivantes : 

SPRTLNAWVK (6) 

GSDIAGTTST (7) 

QGPKEPFRDYVDRF (8) 
20 soit dans la sequence immunologiquement semblable 

correspondante, ce peptide comportant au moins quatre acides amines 
consecutrfs de Tune desdites sequences. 

10. Peptide selon la revendication 8, caracteris6 en ce 
qu'il contient la sequence en acides amines suivante : 

25 NPEI (9) 

11. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il contient la sequence en acides amines suivante : 

AVEEKAFNPEIIPMFM (10) 

12. Peptide selon la revendication 6 r comportant au moins 
30 4 acides amines consecutrfs, dont la sequence entiere est contenue dans 

la sequence de la region de la boucle V3 de la gp120 representee d la 
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figure 9 ou dans la sequence correspondent immunologiquement 
semblable, issue d'un variant du virus VIH-1 groupe ( u s us-groupe) O 
DUR, ladite sequence immunologiquement semblable etant reconnue par 
des anticorps reconnaissant aussi de facon specifique au moins I'une des 
5 sequences : 

KEIKI (12), 
EREGKGAN (13). 
CVRPGNNSVKEIKI (14), 
QIEREGKGANSR (15). 

13. Peptide selon la revendication 12 contenant : 

a) soit la sequence 

CVRPGNNSVKEIKIGPMAWYSMQIEREGKGANSRTAFC (11) ou une 
partie de cette sequence qui contienne au moins 4 acides amines 

b) soit une sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sort 
substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le susdit peptide, 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 
contre le peptide de a), 

d) soit la sequence ou partie de sequence 
immunologiquement semblable correspondante. 

14. Peptide selon la revendication 13 qui contient la 
sequence KEIKI (12). 

15. Peptide selon ia revendication 13 qui contient la 
sequence EREGKGAN (13). 

16. Peptide selon la revendication 13 ou 14 qui contient 
soit la sequence d'acides amines CVRPGNNSVKEIKI (14), soit la 
sequence QIEREGKGANSR (15). 
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17. Peptid selon ta rev ndication 13, qui comprend la 
sequ nee GPMAWYSM (16). 

18. Peptide selon la revendication 6, comportant au moins 
4 acides amines consecutifs. dont la sequence entiere est contenue dans 

5 la sequence de la region immunodominante de la gp41 representee a la 
figure 9 ou dans la sequence correspondante tmmunologiquement 
semblable, issue d un variant du virus VIH-1 group© (ou sous-group©) O 
DUR, ladite sequence immunologiquement semblable etant reconnue par 
des anticorps reconnaissant aussi de facon specrfique au moins Tune des 

10 sequences : 

RLLALETLMQNQQL (17), 
LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG (18), 
CRGKAI (19). 
SVQWN (20), 

15 RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21 ), 

QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22). 

19. Peptide selon la revendication 18, contenant la 
sequence RLLALETLMQNQQL (17) LNLWGCRGKAICYTSVQWNETWG 
(18) ou partie de ce peptide contenant : 

20 a) soit la sequence CRGKAI (19), soit la sequence SVQWN 

(20) dans laquelle Q est le cas echeant remplace par un actde amine 
different, neanmoins different aussi de K, soit les deux sequences a la fois, 

b) soit urte sequence d'acides amines distincte de la 
sequence de a) dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont 

25 substitues par deux acides amines sous reserve que le peptide conserve 
sa reactivite avec un antiserum contre le peptide de a), 

c) soit une sequence d'acides amines distincte selon a) ou b) 
dans laquelle un ou plusieurs acides amines ont ete supprimes ou ajoutes 
sous reserve que le peptide conserve sa reactivite avec un antiserum 

30 contre le peptide de a), 
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d) soit dans la sequence u parti de sequence 
immunologiquement semblabie correspondante. 

20. Peptide seton la revendication 19, caracterise en ce 
que sa sequence N terminate qui contient au moins 8 acides amines, n est 

5 pas immunologiquement reconnue par des anticorps formes contre la 
sequence RILAVERY contenue dans la region immunodominante de la 
gp41 de la souche VIH-1-LAI. 

21. Peptide selon la revendication 19, caracterise en ce 
qu'il n'est pas reconnu par des anticorps formes contre le peptide SGKLIC 

) de la souche VIH-1-LAI. 

22. Peptide selon la revendication 19, caracterise en ce 
qu'il contient I'une ou I'autre des deux sequences suivantes : 

RLLALETLMONQQLLNLWGCRGKAICYTS (21) 
QNQQLLNLWGCRGKAICYTSVQWN (22) 

23. Sequence nucleotidique, plus particuiierement AON et 
fragments d'ADN clones pouvant etre obtenus a partir de TARN, de ADNc 
ou d'amoroes utilisables pour ('amplification genique, derives de I'ARN ou 
de I'ADN du retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. ladite sequence 
nucleotidique etant caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
correspondant a I'une des sequences Seq ID 1ST 5, Seq ID N' 9, Seq ID N° 
10 ou Seq ID N* 11 ainsi que toute portion de cette sequence, notamment 
les sequences codant les proteines polypeptides ou peptides de I'une 
quelconque des revendications 8 a 22 ou variant de cette portion 
susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou I'ARN correspondant du virus VIH- 
1 groupe (ou sous-groupe) O. 

24. Sequence nucleotidique selon la revendication 23, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'ADN ou de fragments d'ADN obtenus a 
partir de I'ARN, de ADNc ou d'amorces pour I'amplification genique, 
derives de I'ARN ou de I'ADN du retrovirus VIH-W,, ou VIH-1™,. la 
sequence comprenant I'enchalnement correspondant a Seq ID N° 5 ainsi 
que toute portion de cette s qu nee ou variant de cette portion susceptible 
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de s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondant du virus VIH-1 <vau>, ou la 
sequence comprenant r nchalnernent corr spondant & Seq ID N # 9 u 
Seq ID N° 10 ou Seq ID N* 11, ainsi que toute portion de cette sequence 
ou variant de cette portion susceptible cfhybrider avec I'ADN ou TARN 
5 correspondant du virus VIH-1(du*>. 

25. Sequence nucleotidique salon la revendication 23 ou 
la revendication 7, caracterisee en ce que ladrte sequence est choisie 
parmi le groupe de sequences correspondant £ Seq ID N* 1, Seq ID N* 2, 
Seq ID N° 3 et Seq ID N # 4. 

io 26. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle 

comprend I'enchainement de nucleotides correspondant £ SEQ ID N° 7 et 
en ce qu'elle code I'integrase d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous- 
groupe) O, en particulier d'un retrovirus VIH-1 <vau) ou sequence 
nucleotidique s'hybridant avec la sequence contenant I'enchainement SEQ 

15 ID N° 7. 

27. Oligonucleotide comprenant au moins 9 nucleotides, 
tel qu'obtenu a partir d'une sequence nucleotidique selon Tune quelconque 
des revendications 23 £ 26, susceptible d'etre utilisee comme amorce pour 
I'amplification genique d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O. 
20 28. Oligonucleotide selon la revendication 27 ayant une 

sequence consistant en au moins neuf nucleotides consecutifs des 
sequences nucieotidiques suivantes: 

ATT CCA ATA CAC TAT TGT OCT CCA -3' 
AAA GAA TTC TCC ATG ACT GTT AAA -3' 
25 GGT ATA GTG CAA CAG CAG GAC AAC-3' 

AGA GGC CCA TTC ATC TAA CTC-3' 
29. Oligonucleotide selon la revendication 28 caracterise 
en ce qu'il peut 6tre utilise lors d'un processus d'amplrfication genique 
d'une sequence nucleotidique codant un peptide selon Tune quelconque 
30 des revendications 6 & 22. 
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30. Sequence de nucleotid s utilisabl comme sonde, 
caracterisee n ce qu' II hybride dans des conditions d'hybridation de 
forte stringence avec I'ADN produit par amplification genique au moy n 
d'amorces selon I'une quelconque des revendications 27 a 29. 
s 31. Composition pour la detection de la presence ou non 

d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, notamment le retrovirus 
VIH-1 (vau) et/ou VIH-1 <our) dans des echantillons de serum ou d'autres 
liquides ou tissu biologique obtenu a partir de patients suspectes d'etre 
porteurs d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, ladit 

10 composition etant caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
sonde obtenue a partir d'une sequence nucleotidique issue du genome du 
virus VIH-1 (vau), particulierement un fragment de I'ADN de VIH-1 amu) 
contenant la region ou une partie de la region env du virus VIH-1 o/au), d'un 
variant de VIH-1 a/au) tel que defini a I'une quelconque des revendications 

is 23 a 27, et/ou une sonde obtenue a partir d'une sequence nucleotidique 
issue du genome du virus VIH-1 I'ADN de VIH-1 (dur) contenant la 
region ou une partie de la region env et une partie de la region GAG du 
virus VIH-1 (our) tel que defini la revendication 23 ou 24. 

32. Composition selon la revendication 12, caracterisee en 
20 ce que ladite composition comprend egaiement une sonde obtenue a partir 

d'une sequence nucleotidique issue de VIH-1 n'appartenant pas au sous- 
groupe O et/ou de VIH-2. 

33. Composition pour la detection de la presence ou non 
d'un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, notamment le retrovirus 

25 VIH-1 (vau) et/ou le retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O W r) dans 
un echantillon biologique, ladite composition etant caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins deux sequences nucleotidiques selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 27, et au moins deux sequences 
nucleotidiques selon la revendication 23 ou 24 respectivement issues du 

30 genome des virus VIH-1 amu) et VIH-1 fou m , utilisables en tant qu'amorces 
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tfamplrfication notamment par PCR de I'ADN et/ou de TARN de retrovirus 
VIH-1 du sous-groupe O t en parttcult r de V1H-1<vau) t VIH-1 <dur). 

34. Sequence nucitotidique caract6ris6e en ce qu'il s'agit 
d'une sequence d'ARN correspondent 6 una sequence d'ADN selon Pune 

5 quelconque des revendications 23 d 31 . 

35. Composition pour la detection in vitro de la presence 
dans un 6chantillon biologique humain d'anticorps ant»-VIH-1<vAU) et anti- 
VIH-1 (dur)i ladrte composition comprenant au moins un antigdne 
comprenant une proteine, une glycoprot6ine t un polypeptide ou un peptide 

10 de la proline d'enveloppe d'un retrovirus VIH-1 (vau> tel que ddfini dans 
Tune quelconque des revendications 1 & 5 et/ou de la sequence 
comprenant I'enchaTnement correspondant & Seq ID N° 9 ou Seq ID N*10 
ou Seq ID N° 11, ainsi que toute portion de cette sequence ou variant de 
cette portion susceptible de s'hybrider avec I'ADN ou TARN correspondant 

15 du virus VIH-1 <dur>. 

36. Composition selon la revendication 35, caract6ris6e en 
ce qu'elle comprend en outre un antigene tel qu'une protdine, une 
glycoproteins, un polypeptide ou un peptide d'un virus VIH-1 n'appartenant 
pas au sous-groupe O et/ou d'un virus VIH-2 ou un peptide deriv6 d'un 

20 virus VIH-1 n'appartenant pas au sous-groupe O et/ou d'un virus VIH-2 
ayant un epitope susceptible d'dtre reconnu par les anticorps induits par le 
virus VIH-1 n'appartenant pas au sous-groupe O et/ou le virus VIH-2. 

37. Composition selon la revendication 36, caracterisee en 
ce que les prolines et/ou glycoproteins de VIH-1 n'appartenant pas au 

25 sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des prolines gag, pol ou des peptides 
de celles-ci. 

38. Composition selon la revendication 37, caracterisee en 
ce que les proteines et/ou glycoprotdines de VIH-1 n'appartenant pas au 
sous-groupe O et/ou de VIH-2 sont des glycoproteines d'enveloppe. 
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39. Composition selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 38, caracterisee n ce que ladite composition 
comprend una sequence peptidique correspondant a ('ensemble de la 
region 590-620 de la proteine gp41 de VIH-1<vau> ou une partie de cette 

5 region specifique a VIH-1 <vau>. 

40. Composition selon la revendication 20, caracterisee en 
ce que ladite sequence peptidique est la sequence -TFIQN-, CKNRLIC ou 
WGCKNR. 

41. Anticorps susceptible de reconnaTtre une proteine, un 
peptide ou un polypeptide derive de ladite proteine selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 22. 

42. Procede de diagnostic in vitro d une infection causee 
par le virus VIH-1 <vau> et/ou par le virus VIH-1 ledit procede 
comprenant : 

- la mise en contact d'un serum ou d'un autre milieu 
biologique provenant d'un malade faisant I'objet du diagnostic avec au 
moins une des proteines. glycoproteines d'enveloppe du virus VIH-1 ^ 
et/ou VIH-1 (our) ou d'un polypeptide ou d'un peptide issu d'une de ces 
proteines ou glycoproteines respectivement selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5 et selon I'une quelconque des revendications 6 a 22 
ou une composition selon I'une quelconque des revendications 35 a 38, et 

- la detection d'une reaction immunologique. 
43. Reactif necessaire a la reaction de western blot 

(immunoempreinte) ou d'ELISA comportant une proteine ou glycoprotein© 
d'enveloppe du virus VIH-1 ^ et/ou VIH-1 ^ou d'un polypeptide ou d'un 
peptide issu d une de ces proteines ou glycoproteines selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 5 et selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 22 ou une composition selon I'une quelconque des 
revendications 35 a 38. 
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44. Utilisation d une sequ nee nucleotidique selon la 
rev ndicatton 23 u 24 pour induir in vivo la synthase d'anticorps diriges 
contre I'antigene code par ladrte sequence. 

45. Composition immunogene selon Tune quelconque des 
5 revendications 35 a 38, capable d'induire des anticorps chez I'animal. 

46. Trousse (kit) de diagnostic pour la detection in vitro sur 
un echantillon biologique, d'une infection par un retrovirus VIH-1 du sous- 
groupe O, par exemple d'un retrovirus VIH-1 <vau), et/ou VIH-1 wr, 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 

10 - des amorces selon I'une quelconque des revendications 27 

a 29 pour ('amplification genique d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O. 

- des reactifs necessaires a la reaction d'amplification 

genique. 

47. Trousse de detection in vitro, sur un echantillon 
15 biologique, d'un retrovirus VIH-1 du sous-groupe O, caracterisee en ce 

qu'elle comprend comrne sonde eventuellement marquee, au moins une 
sequence nucleotidique selon I'une des revendications 23 a 29 et 34 ou 
une composition selon I'une des revendications 31, 32 ou 33, et 
eventuellement une autre sonde nucleotidique selon I'une quelconque des 
20 revendications 23 a 29 ou composition selon I'une quelconque des 
revendications 31, 32 ou 33, eventuellement immobilisee sur un support 
solide. 

48. Trousse selon la revendication 28, caracterise en ce 
qu'elle comprend egalement les reactifs necessaires a la mise en oeuvre 

25 d'une hybridation. 

49. Precede de detection et de discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caracteristiques d'un retrovirus 
VIH-1 groups (ou sous-groupe) O et des anticorps caracteristiques d'un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 

30 echantillon biologique avec un peptide choisi parmi les peptides (1), (2), 
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(3), (4), (5bis), (5ter) de la r vendication 8 le peptid (9) de la 
rev ndication 10 et le peptide (10) de la revendication 11. 

50. Precede de detection et de discrimination dans un 
echantillon biologique entre des anticorps caract6ristiques d un retrovirus 

3 VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et des anticorps caractdristiques d'un 
retrovirus VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de cet 
echantillon biologique avec un peptide issu de Tun des virus VIH-1 sous- 
groupe M pris en consideration dans ies figures 8 et 9 et homologue d'un 
peptide choisi parmi ceux de la revendication 49, la sequence de ce 

10 peptide homologue resultant des alignements verticaux de ses propres 
acides amines successifs, eux-m6mes contenus dans la sequence 
peptidique pertinente relative au virus VIH-1 sous-groupe M correspondent 
et representee dans la figure 8 ou 9 avec Ies acides amines successifs de 
la sequence du peptide choisi, telle qu'elle decoule aussi de la figure 8 ou 

15 9. 

51. Precede de detection et de discrimination entre 
infection par un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O et du type 
VIH-1 sous-groupe M caracterise par la mise en contact de serums issus 
des personnes soumises a un test de diagnostic de SI DA, avec le peptide 

20 RILAVERY. 

52. Precede de detection d'infection due soit e un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, soit VIH-1 sous-groupe M, 
caracterise par ('utilisation de melanges de deux categories de peptides, 
ceux de la premiere categorie correspondent & ceux identifies dans la 

25 revendication 49. 

53. Proc6de de discrimination entre une infection due & un 
retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O DUR ou variant, et une 
infection due d un autre type de retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) 
O, caracterise par la mise en contact de rechantillon biologique 6tudi6 

30 avec I'un queiconque des peptides suivants : 
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- peptid (11) de la revendication 38, peptid (12) de la 
revendication 39 ou peptide (13) d lar vendication 40, 

- peptide (14) ou peptide (15) de la revendication 41 ou 

- peptides (17), (18), (19) et (20) de la revendication 44. 

5 54. Vecteur contenant un acide nucleique dont la 

sequence nucieotidique correspond a I'une quelconque des sequences 
des revendications 23 a 30. 

55. Vecteur selon la revendication 57, caracterise en ce 
que c'est un plasmide. 
io 66. Plasmide choisi parmi ceux qui ont ete deposes a la 

CNCM le 24 Fevrier 1995 sous les references 1-1548, 1-1549 et 1-1550. 

57. Cellule contenant un acide nucleique dont la sequence 
nucieotidique correspond a I'une quelconque des sequences des 
revendications 54 ou 55. 
15 58. Virus depose le 23 Fevrier 1995 a la CNCM sous la 

reference 1-1542. 

59. Virus de meme type ou sous type que le virus de la 
revendication 58 caracterise en ce que des peptides consensus de ce 
virus sont reconnus par des anticorps reconnaissant specifiquement un 

20 peptide selon I'une quelconque des revendications 6 a 22. 

60. Trousse de detection in vitro d anticorps contre HIV, 
contenant au moins un peptide selon I'une quelconque des revendications 
6 a 22. 

61. Trousse selon la revendication 60, contenant en outre 
25 au moins un peptide consensus derive d'une autre souche HIV 

comprenant: 

soit une sequence d'acides amines distincte de la sequence 
de ce peptide dans laquelle un ou plusieurs acides amines sont substitues 
par d'autres acides amines sous reserve que le peptide conserve sa 
30 reactivite avec un antiserum contre le peptide consensus, 
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10 



soit une sequence d'acides amines dans laquell un u 
plusiours acid s amines nt ete supprimes ou ajoutes sous res rv que le 
polypeptide ou le peptide conserve sa reactivtte avec un antiserum contre 
ie peptide consensus. 

62. Trousse selon la revendication 60 ou 61, caracterisee 
en ce que I'autre souche HIV est une souche HIV-LAI. 

63. Precede de discrimination entre une infection par un 
retrovirus VIH-1 groups (ou sous-groupe) O et un retrovirus VIH-1 sous- 
groupe M mettant en oeuvre une serine protease dont I'action de clivage 
s'effectue au niveau d'un dipeptide SR et comprenant ia detection d'un 
clivage ou d un non-clivage de la boude V3 de la gp 120 du retrovirus 
selon que ce retrovirus est un retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O 
ou un retrovirus VIH-1 sous-groupe M. 

64. Lysat viral tel qu'il est obtenu par lyse des cellules 
15 infectees par un virus selon la revendication 58 ou 59 ou par un virus VIH- 

1<VAU). 

65. Extrait proteique de souche VIH-1 O <««> contenant 
notamment un peptide antigenique selon Tune quelconque des 
revendications 6 a 22, ou de souche VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O WAU) 
contenant notamment un peptide antigenique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5. 

66. Souche bacterienne deposee a la CNCM le 20 octobre 
1994 sous le numero d'accession 1-1486. 

67. Composition pour la detection et la discrimination dans 
25 un echantillon biologique entre un retrovirus VIH-1 sous-groupe M et un 

retrovirus VIH-1 groupe (ou sous-groupe) O, comprenant un melange de 
deux categories de peptides, la premiere etant ceux identifies dans la 
revendication 49. 



20 
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68. Peptide s Ion la revendication 8, caracteris ' n ce qu'il 
consiste n un peptide dont la sequence n acides amines st cont nue, 
soit dans I'une des sequences suivantes : 
IGGHQGALQ (23) 
5 REPTGSDI (24) 

soit dans une sequence immulogiquement semblable 
correspondante, ce peptide comportant au moms 4 acides amines 
consecutifs de I'une desdites sequences. 

69. Peptide selon la revendication 7, caracterise en ce qu'il 
io consiste en un peptide dont la sequence en acides amines est contenue, 
dans la sequence decide amines suivante : 
INDEAADWD (25) 

soit dans une sequence immulogiquement . semblable 
correspondante. ce peptide comportant au moins 4 acides amines 
is consecutifs de ladite sequence. 

70. Acide nucleique codant les peptides des 
revendications 68 et 69. 

71. Composition comprenant au moins un acide nucleique 
selon la revendication 70. 

10 72 - Utilisation d'au moins un acide nucleique selon les 

revendications 70 et 71 pour la detection et la discrimination entre des 
souches VIH-1 groupe M et HIV-1 groupe O. 
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Positions des amorces : 
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dur V3a 6896 a 6919 
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dur 41a 7917 a 7940 

dur41r 8256 a 8276 

dans HIV1 VAU 

dur V3a 640 a 663 

durV3r 1138 a 1161 

dur 41a 1684 a 1707 

dur41r 2026 a 2046 

FIGURE 13B 
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FIGURE 15B 
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Confinement a Tarudc 17.2)a), certaines revendicauons n'oni pms fait I'objet d une recherche pour let motifs suivanis: 

1 I X I Les revendicauons n 01 44 

I— J r ap portent a un objet a 1'egard duquel I'adrninistjauon n est pas icnue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Blen que la revendl cation 44 concerne une nethode de traltement 
du corps hunaln/anlnal , la recherche a ete effectuee et basee 
sur les effets Imputes au prodult (a la composition). 



se rapportent a des parties de la demands Internationale qui ne rernplissent pas sufftsammem les conditions prescrites pour 
qu'une rech er che significauve putssc etre effectuee, en particuher: 



□ 



Les rewndicauons n 

toni des revendicauons dependantes et ne sont pas redigees conformemeni aux dispositions de la deuxiemc et de la 
trasseme phrases de la regie 6-4.a). 



Cadre II Observations - toraqull y a absence d'unite de ('invention (suite du point 2 de la premiere fcuille) 



L'a*nmisuauon chargee de la recherche Internationale a trouve plusicurs inventions dans la demands Internationale, a savoir: 



□ Commc toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposanu le present rapport de recherche 
Internationale porte sur toutes les revendicauons pouvam fairc I'objet d une recherche. 

I | Comme toutes les rechcrches portant sur les revendicauons qui s'y pretaieni ont pu eire eiTectuecs sans effort paruculH 
justiftant une taxe addiuonnelle, l adrmmsuauon n a sollidte le puemcnt d aucune taxe de cctte nature. 



3 I I Comme une parue seuiement des taxes additionnelles demmndees a ete payee dans les delais par le deposanu le present 

1 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendicauons pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les re v end i ca uons if* 4 : 



4. I - I Aucune uxe addiuonnelle demandee n a ete payee dans les delais par le deposanu ^^^^^J^^ n t^^ n 
I I de recherche Internationale ne porte que sur I invenuon menuonnee en premier lieu dans les revendicauons, die est 



de recherche Internationale ne porte que 
oouvertcs par les revendjeauons rr°* 



a la reserve 



|~j Lei uxes additionnelles etaient accompagnees d une reserve de la part du deposam. 
j [ Le paiement des taxes addtuonnelles n etait assorti d aucune reserve. 
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